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2Abstmct
Wehereindesdb diedevelopmentofaB.subi'lisgstemdlatCanlxusedtopKXlucelarge
quaHddesofrecombinant(r-)humansalivarycystatins,acysteineprotease.inhibitorof
family2inthecystatinsuperfamily.TheB.subtilisthatlackedthealkalineproteaseE
gene(AaprEtypemutantstrain)waspreparedbyhomologousrecombination.TheCDNA
軸gmentscodhgformattmcysta血S(SmdSA)wereligatedinh etodieDNAsegmentfordie
sid fWddeofendoglucanasein也epHSp -USpladdvectoi血沈ws也飢uSe也bmsfom鮎
AaprEtypemutantstrainofB.subti'lis.ThetransformantscaHy的gdieexpressionvectorswere
culdvatedin5-1itwjar-fementE3Sfor3daysat300C.Bothr-cystatinSandr-cystatinSAwere
successfulyexpressedandsecretedintotheculturebroth,andwerepurifeduslngafast
performanceliquidOhromatographysystem.The血威u光OfAaprE匂坪mutantS血 IOfB.
subi'lismadeitpsdbleめobtainahigh*eldofsecretedpmtein,d chmakesddssystemap
impmvementov肝eXP把SioninEscherichiacoli.Wecondudedlat也is野Stemhashighudib,for
ep s10nOfcommercialquarI血esofsecretedproteinS.
､ノ√｢
3IntroductioA
Cysteineproteaseinhibitorsbelongingtothecystatinsuper血milyll]arefoundinthe
fluidsandtissuesofbothplantsandami㌫als.Theyaregeneralytight-bindinginhibitors
● ●
ofcysteineproteasessuchaspapaln,flCin,andthecathepslnSandassuch,should
regulatetheactivityofendogenouscysteineproteasesthatmediateproteolysisand
tissuedamagel2-3].Hum ancystatinsplayaroleininflam atorydiseasesl4],cytokine
inductionl517],tum prprogressionl8],boneresorptionl9],andmicrobialinfection
l10-12],thelaterofwhichmaybemediatedbytheinhibitionofessentialmicrobialand
viralproteases.
Productionofr-hum anfamily2cystatinS(S,SA,SN,C,D,E,F,andll)by
Escherichiacolicelshavebeenstudiedl8,13-20]becauseoftheirtherapeuticpotentials
l21122].TheE.colisystems,however,requireextensiveefortsorhighercoststo
convertexpressedproteinstoapureandbioactiveformsincetheyareintracelular
preparations,beingreleasedonlybyceldisruption.Commercialproductionofproteins
bymicrobesmustbegeneralyrecognizedassafe.As asafetymicroorganism,theyeast
pichiapastorishasbeenihtroducedfortheproductionofachickencystatinl23].
BacilussubtilishasalsobeenhistoriCallyanatractivehostfortheexpressionofprotein
onanindustrialscalebecauseitsecretesforelgnPrOteindirectlyintothecultwemedium
l24-25].ToeliminateproblemsassociatedwiththeirproductioninE.colisuchas
cytotoxincontamination,highercostsofpuriflCation,andregulatoryconcems,B.
subtiliswasusedasahostfortheproductionofasoycystatinl26].Ithasbeen
demonstratedthatthesystemsuppliedabout0.3mg/literofafunctionalcystatin.
Inthisstudy,wepreparedastrainlackingthealkalineproteaseEgeneofB.subtilis
byhomologousrecombination.TheDNAsequencesforpromoterandsignalofthe
alkalineendoglucanasegeneinBacilussp,KSMIS237Wereemployedtoaccomplish
higherexpressionlevelsofr-hum an salivarycystatinsbythe血stuseofAaprEtype
mutantstrahofB.subti'lis.Oursystemyieldedapproximately1.1gram/literoff-cystatinS
4and0.8g/literofr-cystatinSA.
Materialsandmethods
Bacterialstrainandplasmids
B.subtilisMarburg168andB.subtilisAaprEwereusedashoststrainsforcystatinS
pfoduction.B.subtilisAaprE,whichisageneticallyenglneeredalkalineprotease
●
(AprE)deletedstrain,waspreparedinourlaboratory.E.coliHBIOIwasusedasthe
hostforsubcloningwhiletheplasmidpHY300PLKwasusedasthevector.Genomic
DNAs&omB.subtilisM.168andBacilus-sp.KSM-S237,andplasmidDNAwere
preparedasdescribedl27-30].TransformationofE.coliandB.subtiliswithplasmids
wascarriedaccordingtotheconventionalmethodl31-32].
Cultufleconditionsandpreparationofcelextract
B.subtilisharboringtheplasmidswaspropagatedat300cfor72h,withshaking,ln
●
50-mlaliquotsofoptimizedmedium in500-mlflasks.Themedi血 consistedof(W/V)
7%maltose,0.05%yeastextract(Difco),4.6%driedcomsteepliquor,0.5%flShmeal
extract,0.1%KH2PO4,0.02%MgSO4･7H20,and15い.g/hltetracycline(pH6.8).The
supematantwascolectedaomtheculturebrothbycentrifugationat10,000Gfor20min,
aRerwhichthepeletwereresuspendedwith1mMEDTA,1mMPMSF,1mMDTT,
and5%glycerolin50mMpotassium phosphatebufer(pH7.4)andsomicated(model
7500;BIOMIC).Thesupematantswerethencolectedfolowingcentrifugation.To
evaluatewhetherthissystemwassuitableforlarge-scalefermentation,wecultivatedthe
B.subtilisproducingr-cystatins(SandSA)in3-litersofmedium usinga5-literjar
fermenter.TransformedE.colistrainswerethengrown inLBbrothcontaining
tetracycline(5Lg/ml).i
5DNAsequencing
SequencingWasCarriedoutbythedideoxychainterminationmethoduslngaDNA
●
sequencingkit-BigDyetemi natorcyclesequencingreadyreaction(Applied
Biosystems)andautomatedDNAsequencer.
DisruptionofthealkalineproteaseEgeneinB.subtilisM 168
AB.subtilisstrainwaspreparedthatlackedthealkalineproteaseEgenel33]using
homologousrecombinationthatdisruptedthetargetedgene.A1194bpDNA&agment
(A),whichcontainedtheupstream regionofthealkalineproteaseEgene(nucleotides
-1226t0-33upstream fromtheimtiationcodon),wasamplifledbyPCRusingthe
genomicDNA華omB･subtilisM･168asthetemplateandprimers1(havingaXbalsite)
and2.A1219bpDNAfragmentP),whichcontainsapartofthealkalineproteaseE
gene(nucleotides268to1487),wasalsoamplifedbyPCRusinggenomicDNAkomB.
subtilisM.168asthetemplateandprimers3and4(havingaJ路alsite).The丘agmentfor
theaprE deletion(AaprF),whithlacksa299bp-DNA segmentcaryingthe
Shine-Dalgamo(SD)sequence,imtiationcodon,andsignalpeptidesequenceofthe
aprEgene,waspreparedbyrecombinantPCRusingtwoprimers(land4)and
fragments(AandB)asthetemplate.Achloramphemicolresistantgene(Cmr)was
amplifiedbyPCRusingprimers5(havingaHincIsite)and6(havingaifindIIIsite)
andplasmidpC194asthetemplate.TheCmrPCRkagmentwastheninsertedbetween
theHincIandHindIIsitesofthepUC18plasmid(Takarashuzo)andtheAaprEPCR
kagmentwasinsertedattheXbalsiteofthesameplasmid.Theresultantplasmid,
designatedpUCCmrAaprE(6.8kbp),wasusedtodisruptaprE.Eventualy,theM.168
(wild)straincelsweretransformedbytheplasmid.Thesetransformantswerethen
spreadonaDM3agarplatesupplementedwithchloramphenicolandweregrown at
637oC.GrowingCOlonieswerereplicatedtoanLB-agarplatewithoutchloramphemicol
thatalowedfortheselectionofchloramphenicolsensitivestrains.
Constructionoftheexpressionvector
Usingpnmers7and8andthegenomicDNA丘omtheBacilussp.KSM-S237asthe
template,aDNA fragmentrepresentingthepromoterandslgnalpeptideof
endoglucanasewasamplifledbyPCR.DNAfragmentscodingformaturecystatinsS
andSAwereamplifledbyPCRusingthreesetsofprimers(9and10forS;lland12for/
SA)andtheE.coliexpressionvectorsforthecystatinsastemplatesl13-14].Usingthe
overlap extension method,the DNA segments for mature cystatin S
(lsssKEENRIIPGGIYDADLND…)andSA (lwspQEEDRIIEGGIYDADLND…)
consistingof121aminoacids(13-14),wereligatedin丘ametotheDNAsegmentforthe
signalpeptide(-3?MMLRKKTKQLISSILILVLLLSLFPAALAA)ofendoglucanase,
afterwhichthechimerlCgenesWereinsertedbetweentheBamHIandHindIIsitesofthe
pHY300PLKplasmid(Y血 ltCo).Theplasmid,whichwenamedpHSp-US,wasused
toproducer-cystatinsinB.subtilis.Fig.1stm arizesconstructionofthevector.
Preparationofantir-cystatinSantibody
Thesuspensionofr-cystatinSproducedbyE.colicelsl13]inPBSwasusedasthe
immunogentoinducetheformationofantibodiesinfemaleBALB/cmice.
Purljicationofr-cystatinSandr-cystatinSA
AloflthefolowingPmiflCationproceduresweteperformedbelow 40C･The
supematantsofculturebrothwerecolectedbycentrifugation.Subsequently,theywere
concentratedanddesaltedusingACp-0013holowfibercartridges(AsahiChemical
7Corp.).A concentrated sample solution (240mi)wasapplied to aTSK-gel
DEAEIToyopear1650ccolurm(50rm I.D.×18cm;TosohCorp.)equilibratedwith
0.02MTrisINaOHbufGer,pH8.0(buferA).ThecolumnwaswashedwithbuferAand
㌔
thenelutedwithalineargradientformedby2litersofbuferAand2litersof0.5M
NaClinthesamebuferataflowrateof3ml/bin.Fractions(12mleach)were
automaticalycolected,scamedfortheirabsorbanceat28dnm(A280),an,dassayedfor
inhibitionactivityagainstpapain.Finaly,theactivefractions(elutedwithabout0.2M
NaCl)Werepooled.TheeluatewasdesaltedusingACp -0013holowfibercami dges
andwasstoredat-200C.
As a second step in the purification process,hydrophobic interaction
chromatographywascamiedoutusingaTSK-gelPhenyl-Toyopear1650ccolumn(50
mmI.D.x5cm;TosohCorp.)equilibratedwith1.8Mam omium sulfatein0.025M
potassium phosphate,pH6.8(buferB).A250mlsolutionofcystatinisolated&omthe
previousstepwastreatedwith32.1gofammomium sulfatejustpriortobeingappliedto
thecolumn.Thecolumnwasimtialywashedwith250mi of1Mam omium Sulfatein
buferBandtheelutionwasperformedwithalineargradientformedby800mi of1M
armomium sulfateinbuferBand800mlofbuferBataflowrateof4.2ml/bin.
Fractions(16･8mleach)werecolected,sca血edforabsorbanceat280n甲,andassayed
fortheirpapain-inhibitingactivity.Subsequently,theactiveaactions(elutedwithabout
0.15M am omium sulfate)weresubjectedtoam omium sulfate丘actionation.The
precipitateat60%saturationofam 0miumsulfatewascolectedanddissolvedina
smalvolum eof0.02Mpotassium phosphatebufer(pH6.8).
Contaminants in the cystatin &action that eluted from the TSK-gel
Phenyl-Toyopear1650ccolumnwereremoやeduslngaTSK-gelToyopearlHW-55F
column(25mm ID.x100cm;TosohCorp.)thatwasequilibratedwith0.02M
potassium phosphate(pH6.8).Fractionsof5mlwerecolected,andtheactive丘actions
werepooledandstoredat40cuntiluse･
8GelelectrophoresisandN-terminalsequenceanalysis
Soditm dodecylsulfate(SDS)-polyacrylamideslabgel(15% W/V)electrophoresis
(PAGE)wasperformedasdescribedbyLaemi il34]usingalow-rangemolecular
marker(Bio-Rad)asthestandard.TheN-teminalsequencesofr-cystatinSand
r-cystatinSA weredeterminedbyautomatedEdman degradationonapulsed
liquid-phaseproteinsequencingsystem(modelHPGIOO5A;appliedHuletPaccard).
Westernblot
Ther-cystatinsintheculturesupematantsandcelextractsofthetransformedB.subtilis
strainM.168andB.subtilisAaprEcarrylngtheexpressionvectorswereseparatedby
15% SDS-PAGE.Ther-cystatinswerethentransferedontoan hmobilonTM-P
membrane(Milipore)andwerevisualizedwithanECLpluswestemblotingdetection
system(Am ersham).
Papaininhibitoryassay
Benzoyl心arginine-4-mitroamilide(BAPA)wasusedasasubstrateforpapaininthis
assay.Th占buferwasa0.1M phosphatebufercontaimnglmM EDTAand4mM
dithiothreitol,pH6.8.Theassaywascarriedoutinatotalvolumeof2050lil.Enzyme
solution(finalconcentration,0.025mg/ml)waspreincubatedwithr-cystatinS(orSA)
for5minat300Cbeforethereactionwasstartedbytheadditionof50plofsubstrate･
Thereactionwascamiedoutfor20minat30oC,andwasstoppedbyadditionof1mlof
5%trichloroaceticacid.Theamouptof4-nitroamili血eliberated丘omthesubstratewas
determinedbymeastnngtheabsoqPtionat405nm.Theconcentrationofthepurifled
r-cystatinswasdetemi nedusingaDCproteinassaykit(BioIRad)withabovineserum
albuminstandard.Theamountofr-cystatinsexpressedwasestimatedbasedonits
9●
correlationtotheinhibitionrateforpapaln.
ResultsandDiscussion
ConjirmationoftheaprEgenedeletionbyPCR
TheDNAsequencesoftheprlmerSareSummarizedinTable1.Toconflrmthedeletion
●
ofapartoftheaprEgene,weanalyzedtheDNARagmentamplifledbyPCR,using
prlmerSland4andthegenomicDNAskomI5chloramphemicol-sensitivestrainsasthe
template.Analysisofthechloramphenicol-sensitivestrainsrevealedonethatcamied
genomicDNAthatlackedapartofaprE,whileanotherhadthecompleteaprEgene.No
chloramphemicolresistantgenewaspresentincelsofthesensitivestrain.Ontheother
hand,boththecompleteaprEgeneandthegenelackingapartofaprEwerefoundin
chloramphemicolresistantstraincels(datanotshown).Basedontheexperimentaldata,
weconcludedthatwehad,infact,createdaB.subtilisthatlackedtheaprEgene,and
caleditAaprE.
PT10ductionemciencyofr-cystatinsbythewild-andAaprE-りpestrainsofB.subtilis
M168
Wepreviouslyreportedthatthepromoterandsecretorysignalofthealkaline
●
endoglucanasegeneinBacilussp.KSMIS237Werequiteefectiveatexpressing
foreigngenesinB.subtiliscelsl27-30].Basedonthefindings,weemployedtheabove
promoterandsecretoryslgnaltoproduceindustrialamountsofhum ansalivarytype
cystatinsinB.subtilis.
Toassessan efectofdisruptionofthealkalineproteaseEgeneonproduction
eficiencyofr-cystatinS,weevaluatedtheexpressionandsecretionlevelsofr･cystatins
(SandSA)bythewild-andAaprE-typestrainsofB.subtilisM.168.R-cystatinSwas
10
foundincelextractsoftransfomedB.subtilisM.168cels,butnotincontrolculture
media(Fig.2A).Ontheotherhand,alargeamountoff-cystatinsSwasdetectedinthe
culturebrothoftheAaprEstrain,asshown Fig.2B.R-cystatinSAwasexpressedand
secretedwithsimilarlevelstothose'ofr-cystatinS(datanotshown),thoughnot
r-cystatinSN(datanotshown).
SomedifrlCultiescouldbeoccurredwhenaforelgnProteinwouldbeexpressedin
thecelsofBacilusspecies.Theblockingofthesecretionofexpressedproteinor
degradationofasecretedproteinbyproteasekomthehosthasbeenoftenobserved
l24,27,35,].Scheinetal.[36]reportedthattheprecursorormatureproteinofinterferon
accumulatedintheB･subtiliscelsblockedthese'cretionofexpressedproteinwhenthe
●
interferon gene was expressed with the promoter and slgnal sequence
(-33MFm KTSLLPLFAGFLLLFYLVLAGPAAASA)oftheα-amylasegene.
PT10ductionofr-cystatinSandr-cystatinSAinfermenter
Toevaluatewhetherthisexpressionsystem wassuitablefortheindustrial-scale
productionofcystatins,wecultivatedtheB.subtilisforr-cystatinsSina5-literJar
fementerandexaminedaliquotsatdiferenttimepoints.Thelevelsofr-cystatinS
secretionincreaseda洗er20hand,forthemostpart,correlatedwithcelgrow血,with
productionlevelsof1.Igram/literbeingachievedat72h.Wealsosucceededin
producingr-cystatinSAatapproximatelythesamelevels(0.8岳/liter).
Inourpreviousstudy,WeshowedthatefTICientexpressionofforelgngenesinB.
●
subtiliscelswasachievedbycontrolingthe5'-flankingregionOfthepromoterofthe
alkalineendoglucanasegeneinBacilussp.strainKSM-64inthepHSP64vector
l27-30].Inthepresentstudy,weshowedthatsimilarexpressionlevelswereobtainedby
theregulationofthecorrespondingreg10nOfthealkalineendoglucanasegenein
Bacilussp.KSM-S237.Thesecorespondingreg10nSarethoughttobeessentialforthe
ifl
achievementofeFICientexpressionsince/theyshare95.5%identity.Takentogether,
●
theseresultssuggestthatthe5'-flankingreglOnOftheendoglucapasepromoterinthe
KSM-S237strainisresponsibleformediatingtheexpressionofforelgngenesinB.
subtilis.
Recently,abacilusproducingabout0.3g/literofr-Soycystatinhasbeen
introducedl26].Replacingthesignalpeptide丘omsacBwithone丘omkelAandadding
glucosetothemediumduringfementationwereemployedforthesysteml26].
Purljicationofr-cystatinsandanalysisoftheirN-terminalsequences
Figs.3Aand3BshowtheSDSIPAGEgelsforr-cystatinSandr-cystatinSAforeach
puriflCationstep,respectively.Table2summarizestheabsoluteyieldsofr-cystatinSat
eachofthesesteps,whichwascalculateduslngaPaPaininhibitionassayasshown inFig.
4.R-cystatinSwith97.7%puritywasobtainedasshown inTable2.Themolecularmass
ofpurifledr-cystatinSandSAwasestimatedtobeabout14kDabySDS -PAGE.The
)う
N-temi nalsequencesofr-cystatinSandSAweredeterminedtobe9IIPGGIYDADLN-
and12GGIYDADLW -,托Sfd vely,andshowedN-tenninaltruncadon,aldlOughweweretqiqg
tomakefu皿Ileld cystahswidl血ssystem.
Inourstudy,r-cystatinSobtained丘omtheculturebrothoftheAaprEstrainwas
foundtolacktheN-terminal8residues(SSSKEENR)ofthenativecompound.
proteolyticcleavageofthepeptidebond(Arg8-Ile9)ofthetypethatresultsinlossof
the白eresidueswasalsoobservedinauthenticcystatinSpurifled丘omhum an whole
salival37-40].Furthermore,theArg8-Ile9bondinr-cystatinSproducedbyE.colil13]
wascleavedbyproteaseskomPgingivalisl10].
ThetruncationoftheN-terminal11residues(WSPQEEDRIIE)wasalsoidentified
inourr-cystatinSA.ThistrunC?tionwasexactlythesamesizeasthosefoundincystatin
slinhum anwholesalival37].TheproteolyticcleavageofGlull-Glyl?mayhavebeen
duetoS.aureusV8-likeproteaseactivityinB.subtilis.TheexcisionoftheN-terminal
12
11residuesofcystatinSbyproteaseactivitywasreportedinhum ansalival38],though
theProl1-Gly12bondwithinthesecystatinswascleaved･AdditionalN-temi nal
truncationshavealsobeenreported:theN-temi na14residues(WSPQ)forcystatinSA
inhum anwholesalival37,39]and6r'esidues(WSPQEE)forr-cystatinSAbyE.coli
l14].TheseflndingsstronglysuggestthattheN-terminalregionsofsalivarycystatins
arehighlysensitivetoproteolysis.Basedoncomputermodelingprojectionsofthe
structureofcystatinsSandSAl40],theN-terminalregionsinsalivarycystatins.appear
tobespacedinamam6rthatmakesthemsusceptibletotheactivityofproteases.Thus,､
Ourdatasuggestthatbecauseofresidualproteolyticactivityinthehostcels,itdilbe
dificulttoproducetheful l-sizedformsofhum ancystatinsinB.subtilis.
Proteolysisofr-cystatinSbycult217lebrothPomB.subtilisM 168
Theirmunoreactivityofr-cystatinSwasslightlyr占ducedaRera1hincubationin
culturebrothfromB.subtilisM.168,andwasundetectableafter4h,asshown inFig.5.
Sequencedetemi nationsofproteolyticmixturesbyculturebrothkomB.subtilisM168
wereperformed.AmixtWeofN-terminalsequencewassuggestedthattheproteolytic
activityintheculturebrothpromoted血r血erN-terminaltruncationofr-cystatinS
resultinginthefomationoflOIPGGIYD-,13GIYDADL,and16DLND EWV-(datanot
shown).Theproteolysisofr-cystatinSbycult∬ebroth丘omB.subtilisM168resulted
intheformationoftwotruncatedfoms,13GIYDADL-and16DLNDEWV-,bothof
whichwerefoundtobeidenticaltocystatinS8andcystatin S4[41].Additional
uncontroledandunexpectedN-temi naltruncationswerenotdetectedinthepresent
study,however,itcannotexcludelhepossibilitythatotherN-terminaltruncationgmayノ
beoccured.Theexpectedcleavagebetweenthesignalpeptideofendoglucanaseand∫
mature.cystatinS(-1A-+lsor-1A一十lw)wasnotobservedinthepresentstudy･
Althoughourpresentmethodprovideseasypurificationandhigheryieldoftarget
cystatinswithpapain-inhibitingactivitythanthatfromE.colil13-20]andtheB.subtilis
13
systememployedinthepreparationofr-soycystatinl26],furtherresearchisnecessary
todevelopasuitableB.strainthatiscapabletocontrolN-teminalytruncationof
r-hum ansalivarycystatinsandsupplyful-lengthcystatins.
CystatinsS,SA,SN,CandDareproducedinsalivaryglandsandcystatins(Sand
C)inlachrymalgland.Theyarebelievedtoplayimportantrolesinthedefense
mechamism againsttheinfectiousmicroorganisms(Porphyromonasgingivalisand
herpessimplexvirusI)andinprotectionmechanismagainstinappropriateproteolysis
inoralcavity.Productionofcommercialquantitiesofsalivarycystatinspromisesto
makeacontributionindevelopingartificialsaliva,mousewash,eyewashandtooth
past.
ConcludingRemarks
Basedontheexperimentaldata,WeconcludethatthegenesforcystatinSandcystatin
iP
SAcouldbeexpressedatveryhighlevelsinthemutantB.subtilisbycontrolingthe5'
non-codingregionandsecretoryslgnaloftheendoglucanasegeneinBacilussp･
KSM-S237.TheBrsttnseofpmka&mutantStrainofB.suba･lismadeitposibletoobtainahigh
*eldofsecretedprotein,shonhghigh叫 forexpressionofcommercialquandGesofsecreted
pmteins.
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Legends
Fig.I.Schemeforconstructionoftheexpressionvecto,vofh皿anSalivarycystatinsby
B.subtilis.
Fig.2.ExaminationofcystatinSexpressionbyB.subtilisM.168cels.
A:Expressionbywildtypestrain:lane1,SDS-PAGEofculturesupematant;lane2,
westernblotoflanel･;lane3,SDS-PAGEofcelextracts;lane4,westemblotoflane3.
B:ExpressionbyAaprEstrain:lane5,SDS-PAGEofculturesupematant;lane6,
westemblotoflane5.
Fig.3.Examinationdfthepurityofther-cystatinsduringthethreepuriflCationsteps,
●
usingSDS-PAGE.
A:Resultsforr-cystatinS.B:Resultsforr-cystatinSA.LaneM,proteinsizemarker;I
lane1,eluateskom theDEAE-Toyopearlcolumn;1ane2,eluates&om the
phenyl-Toyopearlcolum ;lane3,eluatesfromtheToyopearlHW-55Fcolum ･
●
Fig.4.Corelationbetweentheconcentrationofr-cystatinSandpapalninhibition
activity.
Fig.5.Proteolysisofr-cystatinSbyculturesupematant丘omtheB.subtilis168(wild
type)strain.
Theproteolyticdegradationofr-cystatinSbyculturesupematantwasassessedusing
westemblotting.
七山le1.DNAsequencesofPCRpr血ers.
Pr土mers Sequences
5TICTTCTAGATTGTCGCGATCACCTCATCCCCCTCCG-3I
5I-CAACGCTCGGATCTTTAGACTTAeTTAAAAGACTATTCTGTG-3'
5I-TTTTAAGTAAGTCTAAAGATCCGAGCGTTGCATATGTGGAAG-3I
5r-CGTCTAGATCTTGcGGCACTTCCGCTGTTATTG-3T
5r-AAGTCGACAGTAATATTGACTTT℡AAAAA-3r
5I-TAAAGCTTGCAGGTTAGTGACATTAG-3I
5I-AAGGGATCCGAT℡TGCCGATGCAAcAGGCTTATATTTAG-3I
5r-CTCCTCCTTGGAGCTCGATGCTGeAAGAGCTGC-3I
5r-GCAGCTCTTGCAGCATCGAGCTCCAAGGAGGAG-3I
5'-GAAAGCTTAGGCTTCTTGACACC℡GGA13I
5'-GCAGCTC廿TGCAGcATGGAGCCCCCAGGAGGAG-3I
5'-GAAAGCTTAGGC豆TCTTGACACCTGGA-3I
Table2.Recoveryofr-cystatinSinthepurifcatibnprocess.
Volum e Protein r-CystatinS Yield Purity
ml mg mg % %
Culturesupematant 2900 7920
Concentrationbyultrafltration 480 3800
DEAEionexchangechromatography 390 2625
Hydrophobicinteractionchromatography 42 794
Gelfltration 133 576
3190
1750
1140
643
563
100 40.3
54.8 46.1
35.7 43.4
20.1 81.0
17.6 97.7
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【住所又は居所】 千葉県美浜区真砂1-2-2東京歯科大学歯学
部小児歯科学講座内
【テーマコー ド(参考)】
4BO244BO504BO644HO45,
【Fター ム(参考)】
4BO24AAOIBA80CAO4DAO6EAO4GA‖ HA144BO50cc05LL10
4BO64AGOICAO2CA19cc24DAO14日045AAIOAA20BAIOBA41
CA40DA56DA89EA20FA74
【要約】 (ヽ
【課題】アメロゲニンを効率良く､大量に生産する｡
【解決手段】アメロゲニンがシスタチンのカルボキシ末端又はアミノ末端
と融合してなるアメロゲニン融合タンパク質;当該アメロゲニン融合タンパ
ク質をコードする遺伝子;当該遺伝子を挿入した組換えベクターを宿主細
胞に導入し､得られる形質転換体を培養して当該遺伝子を発現させ､宿
主細胞又は培養物中に生成蓄積されたタンパク質を採取することを特敬
とするアメロゲニン融合タンパク質の製造法｡
【選択国】なし
【特許請求の範囲】
【請求項1】
アメロゲニンがシスタテンのカルボキシ末端又はアミノ末端と融合してな
るアメロゲニン融合タンパク質｡
【請求項2】
アメロゲニンのシスタテンが融合していない末端に､更にグルタチオンSト
ランス フェラー ゼ が 融 合 してな る請 求 項 1記 載 の ア メロゲ ニ ン融合タンパ
ク質 ｡
【請 求 項 3】
以 下 の (a)又 は (b)に 示 す アメロゲ ニ ン融 合 タンパ ク質 ｡
(a)配 列 番 号 1で示 され るア ミノ酸 配 列 か らな るタンパ ク質
(b)配 列 番 号 1で示 され るア ミノ酸 配 列 に お い て 1若 しくは 数 個 のアミノ酸
が 欠 失 ､置 換 若 しくは 付 加 され た アミノ酸 配 列 か らな り､且 つ 特異 的プロ
テ アー ゼ に よる切 断 に よりアメロゲ ニ ン様 活 性 を示 す タンパ ク質
【請 求 項 4】
ア メロゲ ニ ンが 以 下 の (a)又 は (b)に 示 す タンパ ク質 であ り､シスタテンが
以 下 の (C)又 は (d)に 示 す タンパ ク質 で あ る請 求 項 1又 は 2記 載のアメロ
ゲ ニ ン融 合 タンパ ク質 ｡
(a)配 列 番 号 4で示 され るア ミノ酸 配 列 か らな るタンパ ク質
(b)配 列 番 号 4で示 され るアミノ酸 配 列 に お い て 1若 しくは 数 個 のアミノ酸
が 欠 失 ､置 換 若 しくは 付 加 され た アミノ酸 配 列 か らな り､且 つ アメロゲニン
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様活性を示すタンパク質｡
(C)配列番号6で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(d)配列番号6で示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸
が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり､且つシスタテン様
活性を示すタンパク質｡.
【請求項5】
請求項1-4のいずれか1項記載のアメロゲニン融合タンパク質をコー ド
する遺伝子｡
【請求項6】
以下の(a)又は(b)のDNAからなるアメロゲニン融合タンパク質をコー ド
する遺伝子｡
(a)配列番号2に示す塩基配列からなるDNA
(b)(a)の塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズし､且?特異的プロテアーゼによる切断によりアメロゲニン様活性を
示すタンパク質をコー ドするDNA
【請求項7】
請求項5又は6に記載の遺伝子を挿入した組換えベクター を宿主細胞に
導入し､得られる形質転換体を培養して当該遺伝子を発現させ､宿主細
胞又は培養物中に生成蓄積されたタンパク質を採取することを特徴とす
るアメロゲニン融合タンパク質の製造法｡
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【0001】
本発明は､アメロゲニン融合タンパク質及びその製造法に関する｡
【背景技術】
【0002】
歯の表面を覆うエナメル質は､成熟状態では約95%W/Wがアパタイト
結晶で構成されているが､タンパク質と水に富む柔らかい組織であるエ
ナメルマトリックスを前駆体とし､形成される｡エナメルマトリックス内に存
在するタンパク質は､エナメルマトリックスタンパク質と言われ､一般的に
120,000ダルトン未満の分子量を有し､アメロゲニン､非アメロゲニン､
プロリンリッチ非アメロゲニン､アメリンおよびタフリンが含まれる｡エナメ
ルマトリックスタンパク質には､硬組織すなわちエナメル質の形成作用
(特許文献1参照)を始め､硬組織間結合を促進すること(特許文献2及
び3参照)や歯周組織内の未分化細胞の分化を促進し､歯周組織を再生
する効果があることが報告されている(非特許文献1参照)0
【0003】
アメロゲニンは､歯牙の形成時期に特異的にエナメル芽細胞から発現す
る疎水性のタンパク質であるが(非特許文献2参照)､近年､アメロゲニン
が歯のセメント質(非特許文献3参照)や歯髄(非特許文献4参照)の再
生を促進させることが報告され､このタンパク質が歯科治療の修復材料
として期待されている｡
【0004】
アメロゲニン遺伝子は､ヒトのX染色体､Y染色体に位置しており､それぞ
れ7つのエキソンからなる｡そして､その遺伝子産物はRNAスプライシン ＼ー
グやプロチオリシスなどによって構造上の多様性を有している(塵ユ)遺
伝子工学的手法を用いたアメロゲニンの生産は､これまでに､組換え大
腸菌を用いたマウス由来アメロゲニンの発現(非特許文献5参照)及びヒ
ト由来アメロゲニンの発現(非特許文献6参照)が報告されている｡しか
し､組換え大腸菌でのタンパク質を発現する場合､発現産物は分泌され
ずに細胞内で不溶性の凝集物として留まり､タンパク質の精製過程に負
担がかかる等の問題が指摘されている(非特許文献7参照)0
【特許文献1】米国特許第4,672,032号明細書
【特許文献2】欧州特許第337967号明細書
【特許文献3】欧州特許第263086号明細書
【非特許文献1】｢歯周組織再生の向上｣石川列訳､クインテッセンス
【非特許文献2】sakaki,S.,aShiokawa,H.,tnt.J.Dev,BioL,39:127,(1995)
【非特許文献3】Hammarstrom,L.,J.CHn.Periodonto1,24:358(1997)
【非特許文献4】Goldberg,MHAbstractsoflnternationaJMeetingofPu一p
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andDentin,p.28(2001)
【非特許文献5】simmer,JPりetaIりCalcifTissuelnt.,54:312(1994)
【非特許文献6】Deutsch,DHetaI.,.Adv.Dent.Res.,10:187(1996)
【非特許文献7】饗場ら､｢組換えタンパク質生産法(生物化学実験法
45)｣,7,(2001)
【発明の開示】 /
【発明が解決しようとする課題】
【0005】
本発明は､アメロゲニンを効率良く､大量に生産することを目的とする｡
【課題を解決するための手段】I
【0006】
本発明者らは､遺伝子工学的手法を用いたアメロゲニンの製造につい
て､種々検討した結果､シスタチンをコー ドする遺伝子の上流又は下流に
アメロゲニンをコー ドする遺伝子を組込み､これを発現させると､アメロゲ
ニンが可溶性の融合タンパク質として効率よく生産できることを見出し
た｡
【0007】
すなわち､本発明は､アメロゲニンがシスタテンのカルボキシ末端又はア
ミノ末端と融合してなるアメロゲニン融合タンパク質に関するものである｡
【0008】
また本発明は､以下の(a)又は(b)に示すアメロゲニン融合タンパク質に
関するものである｡
(a)配列番号1で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(b)配列番号1で示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸
が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり､且つ特異的プロ
テアーゼによる切断によりアメロゲニン様活性を示すタンパク質
【0009】
また本発明は､上記アメロゲニン融合タンパク質をコー ドする遺伝子に関
するものである｡ .
【0010】
また本発明は､以下の(a)又は(b)のDNAからなるアメロゲニン融合タン
パク質をコー ドする遺伝子に関するものである一｡
(a)配列番号2に示す塩基配列からなるDNA
(b)(a)の塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズし､且つ特異的プロテアーゼによる切断によりアメロゲニン様活性を
示すタンパク質をコー ドするDNA
【0011】
更に本発明は､上記遺伝子を挿入した組換えベクター を宿主細胞に導入
し､得られる形質転換体を培養して当該遺伝子を発現させ､宿主細胞又
は培養物中に生成蓄積されたタンパク質を採取することを特徴とするアメ
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ロゲニン融合タンパク質の製造法に関するものである｡
【発明の効果】~
【0012】
本発明によれば､セメント質や歯髄の再生促進等の効果を発揮し､口腔
衛生用素材としての利用が期待されるアメロゲニンを､可溶性の融合タ
ンパク質として､効率良く製造できる｡
【発明を実施するための最良の痴態】
【0013】
本発明のアメロゲニン融合タンパク質は､アメロゲニンがシスタチンのカ
ルボキシ末端又はアミノ末端と融合してなるものである｡
【0014】
本発明において､アメロゲニンとは､ヒトをはじめとする晴乳類の形成期
エナメル質に含まれている有機成分のひとつであり､プロリン､ロイシン､
グルタミン､ヒスチジンに富む特異なアミノ酸組成をもつ疎水性タンパク質
を指し､ヒトアメロゲニン､ブタアメロゲニン､マウスアメロゲニン､ウシアメ
ロゲニン等のいずれでもよい｡尚､ヒトアメロゲニン遺伝子は､X染色体及
びY染色体に位置し､それぞれ7つのエキソンからなり､その遺伝子産物
はRNAスプライシングやプロテオリシスなどによって構造上の多様性を
有していることが知られているが(図1)､本発明においては､それらのい
ずれの遺伝子産物であってもよし｢
斯かるアメロゲニンの好適な例として､例えば以下の(a)又は(-b)に示す
タンパク質が挙げられる｡
(a)配列番号4で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(b)配列番号4で示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸
が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり､且つアメロゲニン
様活性を示すタンパク質｡ ..≡
ここで､配列番号4に示すアミノ酸配列において､1若しくは数個のアミノ
酸が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列とは､配列番号4のアミノ
酸配列と等価のアミノ酸配列であり､依然としてアメロゲニンの生理学的
活性(アメロゲニン様活性)を示す配列を意味する｡好ましくは1-10個
のアミノ酸が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列であって､付加に
は､両末端への1-数個のアミノ酸の付加が含まれる｡アメロゲニンの生
理学的活性とは､アパタイト結晶への選択的吸着､アパタイト結晶の成長
抑制等の生理活性をいう｡
なお､上記のアミノ酸の欠失､置換若しくは付加は､公知の部位特異的
変異誘発法により実施する羊とができる｡
【0015】
シスタテンとは､システインプロテアーゼ阻害剤の総称であり､その起源
や種類に限定されず､ファミリー 1(ステフインファミリー )､ファミリー 2(シ
スタテンファミリー )及びファミリー 3(キニノー ゲンファミリー )に分類される
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全てのシスタチンスーパーファミリー 並びに､システインプロテアーゼに対
する阻害活性を有する特開平7-126294号公報に記載の新規システ
インプロテアーゼインヒビター ､特表2001-512966号公報に記載のC
sTINのようなシスタチン様タンパク質が挙げられる｡
【0016】
斯かる､1)ファミリー 1としては､ヒトシスタチンA､ヒトシスタテンB､ラット
シスタテンα､ラットシスタチンβ､ヒトC-Ha-rasoncogeneproduct-
p21､オリザシスタチンⅠ､オリザシスタテンⅠ､コー ンシスタチン､ソヤシスタ
チン等が挙げられ､2)ファミリー 2としては､ヒトシスタチンC､ヒトシスタテ
ンS､ヒトシスタチンSN､ヒトシスタテンSA､ヒトシスタチンD､ヒトシスタチ
ンM､ヒトロイコシスタテン(シスタチンF)､ラットシスタチンC､ラットシスタ
テンS､マウスシスタチンC､マウスロイコノシスタテン､チキンシスタチン､
ウズラシスタテン､ウシ初乳シスタテン､カー プシスタテン､タイワンコブラ
毒シスタチン､カブトガニシスタチン､チャムサーモンシスタチン､Drosop
担阜シスタチン､サーコシスタチン､マムシ毒シスタテン等が挙げられ､3)
ファミリー 3としては､ヒト低分子量キニノー ゲン､ヒト高分子量キニノー ゲ
ン､ウシ低分子量キニノー ゲン､ウシ高分子量キニノー ゲン､ラット低分
子量キニノー ゲン､ラット高分子量キニノー ゲン､ラットT-キニノー ゲン
1､ラットT-キニノー ゲン2等が挙げられる｡このうち､ヒトシスタチンS､
ヒトシスタチンSAが好ましい｡
斯かるシスタチンの好適な例として､例えば以下の(C)又は(d)に示すタ
ンパク質が挙げられる｡
(C)配列番号6で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(d)配列番号6で示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸
が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり､且つシスタテン様
活性を示すタンパク質｡
ここで､配列番号6で示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミ
ノ酸が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列とは､配列番号6のアミ
ノ酸配列と等価のアミノ酸配列であり､依然としてシスタテン様活性を示
す配列を意味する.シスタテン様活性とは､システインプロテアーゼの阻
害等の生理活性をいう｡
【0017】
本発明のアメロゲニン融合タンパク質において､アメロゲニンは､シスタチ
ンのカルボキシ末端或いはアミノ末端のいずれ側で結合していてもよい
が､好ましくはシスタチンのアミノ末端と結合するのが望ましい｡
【0018】
また､本発明のアメロゲニン融合タンパク質には､融合タンパク質の精製
の効率性の点から､更にアメロゲンのシスタチンの結合していない方の
末端にグルタチオンSトランスフ土ラー ゼ(GST)が融合してなるのが好ま
しい｡グルタチオンSトランスフェラー ゼを融合させることにより､組換え大
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腸菌で高発現できる､可溶性のタンパク質として発現させることができ
る､既に確立されているグルタチオンSトランスフェラー ゼのアフイニチイ
精製技術を利用できる等の利点がある｡
【0019】
本発明のアメロゲニン融合タンパク質としては､以下の(a)又は(b)に示
すタンパク質であるのが好ましい9
(a)配列番号1で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(b)配列番号1で示されるアミノ酸配列において､1若しくは数個のアミノ
酸が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり､且つ特異的プ
ロテアーゼによる切断によりアメロゲニン様活性を示すタンパク質
【0020】
ここで､配列番号1で示されるケミノ酸配列において､1若しくは数個のア
ミノ酸が欠失､置換若しくは付加されたアミノ酸配列とは､配列番号1のア
ミノ酸配列と等価のアミノ酸配列であり､特異的プロテアーゼによる切断
した場合に依然としてアメロゲニンの生理学的活性(アメロゲニン様活
悼)を示す配列を意味する｡
尚､ここでいう､特異的プロテアーゼとしては､血液凝固因子Xa､レニン､
エンテロキナーゼ等のプロテアーゼが挙げられる｡
【0021】
本発明のアメロゲニン融合タンパク質をコ｣ドする遺伝子は､上述したア
メロゲニンがシスタテンのカルボキシ末端又はアミノ末端と融合してなる
アメロゲニン融合タンパク質､或いは配列番号1に示すアミノ酸配列から
なるタンパク質又は当該アミノ酸配列と等価のアミノ酸配列からなるタン
パク質をコー ドするものであればよいが､特に､(a)配列軍号2に示す塩
基配列からなるDNA､又は(b)(a)の塩基配列からなるDNAとストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズし､且つ特異的プロテアーゼによる切断
によりアメロゲニン様活性を示すタンパク質をコー ドするDNA､からなる
遺伝子であるのが好ましい｡
【0022】
ここで､｢ストリンジェントな条件下｣とは､例えばMolecularcloning-a
Laboratorymanual2hdedition(Sambrookら､1989)に記載q)条件等が挙
げられる｡例えば､6XSSC(1XSSCの組成:0.15M塩化ナトリウ
ム､0.015M クエン酸ナトリウム､pH7.0)､0.5% SDS､5Xデンハ
ート及び100mg/mLニシン精子DNAを含む溶液にプロー ブとともに6
5℃で8-16時間恒温し､ハイブリダイズさせる条件が挙げられる｡
【0023】
本発明のアメロゲニン融合タンパク質は､本発明のアメロゲニン融合タン
パク質をコー ドするDNAをベクター に挿入して組換えベクター を作製し､
それを宿主に挿入して形質転換体を作製し､その形質転換体を培養し､
宿主細胞又は培養物中に生成蓄積されたタンパク質を採取することによ
http://www2jpdJ.ncipi.go.jp/begin/BE_DETAIL_TEXT.cgi?sPos=2&sPat=%93%C1%8… 2006/05/09
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り､製造することができる｡
以下､本発明のアメロゲニン融合タンパク質の製造法を説明する｡
(1)アメロゲニン及びシスタチン遺伝子の調製
アメロゲニン及びシスタチンをコー ドする遺伝子は､公知の方法､例えば
Mo暮ecuJarc一oning-aLaboratorymanual2ndedition(Sambrookら､1989)
に記載の方法､事たは､公知のポリメラアーゼ.チェイン･リアクション法
(Innisら,PCR-Protocols,Aguidetomethodsandapplications,Academic
Press(1990))などによって生体からの抽出や増幅､あるいは生体から抽
出したゲノムDNAから目的とするエキソン部分を増幅し接続することによ
って構築することができる｡あるいは公知のアミノ酸配列に基づき化学的
合成等の公知の方法により取得することができる｡
アメロゲニン遺伝子としては､例えば配列番号3に示す塩基配列からなる
DNA､又は当該塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズし､且つアメロゲニン様活性を示すタンパク質をコー ドするD
NAが挙げられ､シスタチン遺伝子としては､例えば配列番号5に示す塩
基配列からなるDNA又は当該塩基配列からなるDNAとストリンジェント
な条件下でハイブリダイズし､且つシスタチン様活性を示すタンパク質を
コー ドするDNAが挙げられる.ストリンジェントな条件とは前記と同様で
ある｡
【0024】
(2)プラスミドベクター の構築
本発明のアメロゲニン融合タンパク質の発現に用いることができるプラス
ミドベクター としては､宿主細胞内で複製可能であり､適当な形質転換マ
ーカー遺伝子等をもち､導入した宿主細胞で機能するプロモーター の刺
御下､シスタチン遺伝子の上流又は下流にアメロゲニン遺伝子を接続し
た場合にシスタチンと融合した状態でアメロゲニンを発現させることので
きるものであれば如何なるものでもよいが､特にグルタチオンSトランスフ
ェラーゼ遺伝子を持つものが好ましく､また､シスタチンーアメロゲキンcD
NA挿入のため､適当な制限酵素サイト(例えば､旦旦担HIサイト､塾 け イ
ト等)があることが望ましい｡斯かるベクター としては､例えば大腸菌用発
現ベクター であるpGEX-6P-1(アマシャム)､-PGEX-1LT(アマシャ
ム)､PGEX-2T(アマシャム)､PGEX-2TK(アマシャム)､PGEX-3X
(アマシャム)､PGEX-4T-1(アマシャム)､PGEX-4T-2(アマシャ
ム)､PGEX-4T-3(アマシャム)､PGEX-5X-1(アマシャム)､PGE
X-5X-2(アマシャム)､PGEX-5X-3(アマシャム)､PGEX-6P-
2(アマシャム)､PGEX-6P-3(アマシャム)等が挙げられる｡
斯かるプラスミドは､例えば､プロモーター 配列､タグ配列の下流に本発
明のDNAを挿入する方法､例えばカルモジュリン結合ペプチドをコー ドす
るDNAの下流l
により作製する
■ヽ-こ二｣_
､読み取り枠を揃え､本発明のDNAを挿入する方法等
とができる｡
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【0025】
プロモーター 配列､タグ配列等は､上記ベクター を導入する各々の宿主
細胞で機能しうるものであれば特に限定されないが､大腸菌を宿主細胞
として用いる場合は､例えば､垣旦プロモーター ､吐占プロモーター ､圭些プロ
モーター ､吐旦プロモーター ､カルモジュリン結合ペプチド､マルトー ス結合
ペプチド､セルロー ス結合ペプチド､キチン結合ペプチド､Hisタグ､墨吐旦臣
タグ､FJagタグ等が挙げられる.
【0026】
(3)形質転換体の作製
得られた租換えDNAを用いて､宿主細胞を形質転換することにより､形
質転換体を作製する｡本発明においてアメロゲニン融合タンパク質を生
産するための宿主細胞としては､大腸菌､枯草菌､メガチリウム菌､プレ
ビス菌､パン酵母､Phich'La属酵母等を用いることができるが､大腸菌が
好ましい｡
尚､形質転換は､例えば塩化カルシウム法､エレクトロポレー ション法､塩
化ルビジウム法､リボフエクション法､DEAE-デキストラン法､リチウム
法､スフェロプラスト法､プロトプラスト法､ウイルス等により行えばよし?0
【0027】
(4)融合タンパク質の採取
以上のようにして得られた形質転換体を適当な培地にて培養し､公知の
方法に従って､宿主細胞又は培養物から採取することにより本発明のア
メロゲニン融合タンパク質を得ることができる｡例えば､培養物を遠心分
離､漉過し､菌体を分離した後､菌体内タンパク質を抽出し､精製すれば
よい.0
【0028】･
形質転換体を培養する方法は､その宿主細胞の培養に用いられる通常
の方法に従って行うことができる｡形質転換体を培養する培地としては､
該生物が資化し得る炭素源､窒素源､無機塩類等を含有し､形質転換体
の培養を効率的に行える培地であれば天然培地､合成培地のいずれを
用いてもよい｡具体的には､例えばLB培地､H培地､SOB培地､Soc埼
地､NZYM培地､M9培地､2XYTA培地が挙げられる｡また､培地のp
Hは6.0-9.0に調節することが適当であり､pHの調整は､無機又は有
機の酸､アルカリ溶液､尿素､炭酸カルシウム､アンモニア等を用いて行
えばよい｡培養は､26-42℃､好ましくは30-38℃で､4-12時間､
更に好ましくは5-8時間行い､必要により通気や撹拝を加えてもよい?
また､培養中には必要に応じて､IPTG､JAA等を添加してもよい｡
【0029】
発現させた融合タンパク質を単離､精製するためには､通常のタンパク質
の単離､精製法を用いればよい｡例えば､培養終了後､細胞を遠心分離
により回収し水系緩衝液にけん濁後､必要に応じて超音波破砕機､フレ
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ンチプレス､ガラスビーズ､シリカビーズ等により細胞を破砕し､無細胞抽
出液を得る｡該無細胞抽出液を遠心分離することにより得られた上清か
ら､溶媒抽出法､硫安等による塩析法､脱塩法､有機溶媒による沈殿
法､イオン交換クロマトグラフィー 法､ゲルろ過琴､アフィニティー クロマト
グラフイ｢法等の手法を単独あるいは組み合わせて用い､精製すること
により得ることができる｡
また､得られたアメロゲニン融合タンパク質は､化学的切断､血液凝固因
子Xa､レニン､エンテロキナーゼ等により､アメロゲニンのみを切り出すこ
とができる｡
【実施例】
【0030】
1.実験材料及び方法
(1)使用菌株
組換えタンパク質生産用大腸菌宿主として､大腸菌 BL21株(アマシャ
ム)､およびサブクロー ニング用宿主として大腸菌 HBIOl株(宝酒造)を
使用した｡組換え大腸菌用発現ベクター としてpGEX-6FLl(アマシャム)
を使用した｡ヒト顎下腺由来のcDNAからクロー ニングしてきたシスタテン
S遺伝子を含むプラスミドとしてpUSA3(Saitoh,E.,anやlsemura,S.,
JBjochem.116,:399,(1994))を使用した.
【0031】
(2)遺伝子工学的手法
遺伝子断片の増幅にはポリメラーゼ･チェイン･リアクション(PCR)法を用
いた.pCR法には､PyrobestDNAポリメラーゼ(宝酒造)を用いて､鋳型
DNA5ng､順方向プライマー及び逆方向プライマー各20pmolとして､PCR
(変性温度:94℃-1分､アニール湿度:54℃-0.5分､DNA鏡伸張温
度:72℃-4分を1サイクルとして30回繰り返す)をDNATherma一Cycler
(パーキン･エルマ社)を用いて行った｡増幅された遺伝子断片の塩基配
列をABIPRISM3100(アプライドバイオシステム社)により決定し､PGR法
による配列のエラーが起こっていないことを確認した.構築した組換えプ
ラスミドの大腸菌BL21株への導入は､Z-CompetentE
coliTransformationKit(ZYMORESEARCH)を用い､LB(Ap)寒天培地上
たた組換え大腸菌を得た.
【0032】
(3)使用培地､培養条件
組換え大腸菌用の生産培地として､2XYTA培地(トリプトン1.6%､酵母
エキス1.0%､NaC旧.5%､pH7.0)を使用し､以下の培養条件で行っ
た｡すなわち､大型試験管(シード培地､5mL仕込)にて15時間培養した
前培養液を､500mL坂口フラスコ(メイン培地､100mL仕込)に1%植
菌した｡培養温度3′7℃､回転数210rpmで3-4時間培養後､IPTGを
添加(最終濃度0.1mM)し2-3時間培養することによって､融合したタ
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ンバク質の発現を誘導した｡
【do33】
(4)組換え菌生産物の抽出､精製
培養後の培養液(100mL)を遠心分離し培養上清と菌体を得た｡菌体を
コンプリー トミニ1タブレットを加えたBugBusterProteinExtraction
Reagent(Novagen)5mLに懸濁し､室温で20分間ゆるやかに振盈す
ることにより､菌体内タンパク質を抽出した｡遠心分離し得られた上清を
菌体抽出物とした｡菌体抽出物からの融合タンパク質の精製にはBulk
andRediPackGSTPurificationModulesを用い､マニュアルに従い行っ
た｡
【0034】
(5)組換え菌生産物の解析
組換え菌生産物中のタンパク質濃度の定量には､●プロテインアッセイキッ
トⅠ(バイオラッド)を用い､マニュアルに従い測定した｡
SDSポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)はレディゲルJ(分離ゲル
濃度15%､バイオラッド)を用し＼､泳動後のゲルをクイックCBB(関東化学)? ? ? ? ? ? ?
にてタン/ク質染色した｡
抗体染色はSDS-PAGEで分離したタンパク質をゲルからPVDFフィルター
(ミリポア､ImmobHonトランスファー 膜)上へ電気的に転写後､一次抗体に
組換え大腸菌由来のシスタテンSから調整したマウスポリクロー ナル抗体
(特願2003-204599)､二次抗体にHRP標識の抗マウスIg抗体(アマ
シャム フアルマシアバイオテク社)を用い､ECLP山sウェスタンブロッティ
ング検出システム(ウマシャム フアルマシアバイオテク社)によって､シス
タチンSの検出を行った｡
同様にSDS-PAGEで分離したタンパク質をゲルからPVDFフィルター (ミリ
ポア､ImmobHonトランスファー 膜)上へ電気的に転写後､一次抗体に青
葉らの方法(Aoba,T.,etaL,Archs.oraLBioL,37,249,(1991)にて調製し
辛=ウサギポリクロー ナル抗体､二次抗体にHRP標識の抗ウサギIg抗体
(アマシャム フアルマシアバイオテク社)を用い､ECLPlusウェスタンブロ
ッティング検出システム(アマシャム フアルマシアバイオテク社)によっ
て､アメロゲニンの検出を行った｡
【0035】
実施例1アメロゲニン遺伝子断片の調製
ヒトゲノム上のX連鎖型アメロゲニン遺伝子の中に存在するエキソン2､
6､および7を連結させて構築したアメロゲニン遺伝子断片(AMG2-6-7､
図1)は以下の手順で調製した｡
ヒト胎盤由来のゲノムDNAはSe･egeneから購入した｡本ゲノムDNAを鋳型
として､5'側プライマーAme2u(5'-aaccatcaagaaatgggg-3'(配列番号7))
および3'側プライマーAme2-6d(5'-
cgtaaccat喝gaagggtaaggCatggCaaaagCt-3'(配列番号8))を用いたPCRに
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よりアメロゲニンのエキソン2に相当する遺伝子断片E2(0.0蝕b)を増幅し
た｡さらにゲノムDNAを鋳型として､5'側プライマーAme2-6u(5'-
agcttgccatgcctaccctcctatggtacg-3'(配列番号9))および3'側プライ
マーAme6-7d(5'-ctctcatctctgatcttaatccactcctcccgct貞一3'(配列番
号10))を用いたPCRによりアメロゲニンのエキソン6に相当する遺伝子断
片E6(0.4kb)を増幅した｡さらにゲノムDNAを鋳型として､5'側プライマー
Ame6-7u(5I-caagcgggaggaa豆tggataaaagatcagaagatgagag-3'(配列番号
11))および3'側プライマーAme7d(5'-tgatttaatgcattattgtct-3'(配列
番号12))を用いたPCRによりアメロゲニンのエキソン7に相当する遺伝子
断片E7(0.2kb)を増幅した｡得られた遺伝子断片E2､E6､E7を鋳型に5'
側プライマーAme2u､および3'側プライマーAm'e7dを用いたPCRにより
0.7kbの遺伝子断片を得た｡この0.7kb断片の塩基配列をサンガー法によ
り決定しエキソン2､6､および7が読み枠をあわせて融合していることを確
認し､遺伝子断片AMG2-6-7を得た｡
【0036】
実施例2GST､AMG2-6-7およびシスタチンSからなる融合タンパク質の
発現
GST､AMG2-6-7およびシスタチンSからなる融合タンパク質(GST-AMG-
US)の発現ベクター は以下の手順で行った｡AMG2-6-7遺伝子断片を鋳
型とし5'側プライマーとしてGSTAMGu(5'-
ctg幽 ATCGAAGGTCGTatgcctaccctcctatg-3'(配列番号16);下
線部はBamHIサイト､大文字はFactorXa認識サイトをコー ドする)および
3'側プライマ⊥USAMd(5'一ggagGtCgaatGCaC仕GCtCCCgG-3'(配列番号1
3))を用いたpCRによってAMG2-6-7遺伝子断片､および昼型pHけ イト､
FactorXa切断認識部位(ⅠJe-GJuを含む遺伝子断片AMG(4.7kb)を得た｡
同様に､pH237-US4を鋳型とし5'側プライマーとしてAMUSu(5'-
aagtggatcgagctccaaggagga-3'(配列番号14))および3'側プライマー
USSld(5'一cc盛句担旦aCtaggCtCtgaCaCCtgg-3'(配列番号15);下線部は
至辿け イトをコー ドする)を用いたpcRによってシスタテン遺伝子のC末端
側下流にSa暮Ⅰサイトを付与した遺伝子断片uS(4.4kb)を得た｡遺伝子断片
AMGおよびTusを鋳型とし､5'側プライマーとしてGSTAMGu､および3'側
プライマーUSSJdを用いたpcRによって､遺伝子断片AMGUS(9.1kb)を得
たOこの9.1kb断片の塩基配列をサンガー法により決定しAMG遺伝子中
のカルボキシ末端にシスタテンS遺伝子が読み枠を合わせて融合してい
ることを確認した｡AMG2-6-7､またはAMGUSは BamHIおよびsaHにて
得られた9.1kb断片とプラスミドpGEX-6P-1を旦旦長打了哀び塾 Ⅰ処癌薩､
T4DNAリガーゼを用いて結合し､この結合反応物を大腸菌HBIOl株に導
入し､5pg/mLテトラサイクリンを含むLB培地を用いて形質転換体を選択
した｡組換え大腸菌の保持する組換えプラスミドを常法[DリM.,Glover,
DNACloningVo一umeI,IRLPRESS,Oxford,WashingtonDC,(1985)]にした
http://www2.ipdLncipLgo.jp/begin/BE_DETAILTEXT.cgi?sPos=2&sPat=%93%C1%8.. 2006/05/09
㌃~r 詳細表示画面 ll/12ページ
がって調製し､断片の塩基配列をサンガー法により決定しpGEX-6P-1上
のGST遺伝子の下流にFaGtOrXa切断認識部位をはさんでAMG2-6-7遺
伝子断片が融合していることを確認し､組換えプラスミドpGEX-AMGUSを
得た(図4)｡本プラスミドを大腸菌BL21株に導入し､得られた組換え大腸
菌を培養し､GST-AMG-USの発現を促したo得られた発現産物について
簡易精製後､電気泳動的解析を行ったところ､GST単独の分子量に相当
する相当する26kDaのタンパク質バンド以外にも複数のバンドの存在が
認められた(図5)､そこで抗シスタテン抗体を用いた抗体染色を試みたと
ころ､強く発色するタンパク質バンドが確認され､その分子量は57kDa付
近にあるものと認められた｡この値は塩基配列から予想される分子量
(57kDa)に相当するものであった｡同時に抗アメロゲニン抗体を用いた抗
体染色を試みたところ､分子量57kDaに相当するタンパク質バンドの発色
が認められた(図6)ことより､構造内にアメロゲニンおよびシスタチンを含
む目的の融合タンパク質が生産されているものと考えられた｡
【0037】
参考例1グルタチオンSトランスフェラー ゼとアメロゲニン遺伝子断片から
なる融合タンパク質の発現
GSTとAMG2-6-7遺伝子断片からなる融合タンパク質(GST-AMG)を発
現する組換えベクタ｢の構築は以下の手順で行った.AMG2-6-7遺伝子
断片の増幅には5'側プライマーとしてGSTAMGu(5'-
ctg維垂⊆旦ATCGAAGGTCGTatgccttacccttcctatg-3'(配列番号16);下
線部はBamHIサイト､大文字はFactorXa認識サイトをコー ドする)を用
い､AMG2-6-7遺伝子断片のN末端側上流に旦室町Hけ イト､および
FactorXaによる切断認識部位(IJe-GIu-GJy-Arg)を付与した.また､3'側
プライマーとしてAMGSId(5'一cc鼓室匹 aCtaatCCaCttCCtCCCgC-3'(配列番
号17);下線部はSaHサイトをコー ドする)を用い､AMG2-6-7遺伝子断片
のC末端側下流に塾 け イトを付与した｡得られたAMG2-6-7遺伝子断片
(4.4kb)とプラスミドpGEX-6FLlを旦旦担HI及び墨由Ⅰ処理後､T4DNAリガー
ゼを用いて結合し､この結合反応物を大腸菌HBIOl株に導入し､5pg/mL
テトラサイクリンを含むLB培地を用いて形質転換体を選択した｡組換え大
腸菌の保持する組換えプラスミドを常法[D.,M.,Glover,DNAc一oning
VolumeI,IRLPRESS,Oxford,WashingtonDC,(1985)]にしたがって調製
し､断片の塩基配列をサンガー法により決定しpGEX-6P-1上のGST遺伝
子の下流にFactorXa切断認識部位をはさんでAMG2-6-7遺伝子断片が
融合していることを確認し､組換えプラスミドpGEX-AMGを得た(図2)0本
プラスミドを大腸菌BL21株に導入し､得られた組換え大腸菌を培養し､
GST-AMGの発現を促したム得られた発現産物について精製を行い電気
泳動的解析を行った｡同時にpGEX-6P-1を導入した組換え大腸菌につ
いても培養を行い､単独発現させたGSTについても電気泳動的解析を行
いGST-AMGと比較したところ､両者とも分子量26kDaに相当する位置に
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タンパク質バンドが認められた(図3)｡よって､GST-AMGは組換え大腸
菌内でプロテアーゼ分解していることが考えられ､分解物がグルタチオン
セファロー ス担体に吸着することからAMGに相当する部分が分解を受け
ていることが予想された｡
【図面の簡単な説明】
【0038】
【塵ユ】ヒトアメロゲニン遺伝子の構造を示す図であるO
【塾星】GST-AMG発現用プラスミドの構築図である.
【塵旦】pGEX-AMG発現産物のSDS-PAGE泳動図である｡
【塁旦】GST-AMG-US発現用プラスミドの構築図である｡
【塁阜】pGEX-AMGUS発現産物のSDS-PAGE泳動図である.
【塁阜】pGEX-AMGUS発現産物のSDS-PAGE泳動図である(抗アメ
ロゲニン染色)0
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【公報種別】 公開特許公報(A)
【公開番号】 特許公開2004-196672
【公開日】 平成16年7月15日(2004.7.15)
【発明の名称】 抗菌剤および抗歯周病剤
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【審査請求】
【請求項の数】
【出願形態】
【全頁数】
【出願番号】
【出願日】
【出願人】
【識別番号】
【氏名又は名称】
【住所又は居所】
【代理人】
【識別番号】
【弁理士】
【氏名又は名称】
【代理人】
【識別番号】
【弁理士】
未請求
4
0L
7
特許出願2002-364053
車成14年12月16日(2002.12.16)
592102940
新潟県
新潟県新潟市新光町4番地1
100080089
牛木 護
100081260
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【氏名又は名称】
【代理人】
【識別番号】
【弁理士】
【氏名又は名称】
【代理人】
【識別番号】
【弁理士】
【氏名又は名称】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【テーマコー ド(参考)】
4BO184CO834CO88
染川 利吉
100119334
外山 邦昭
100119312
清水 栄松
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佐藤 和人
新潟県加茂市新栄町2番25号 新潟県農業総合
研究所食品研究センター 内
大坪 貞視
新潟県加茂市新栄町2番25号 新潟県農業総合
研究所食品研究センター 内
楠･正敏
新潟県加茂市新栄町2番25号 新潟県農業総合
研究所食品研究センター 内
谷口 正之
新潟県新潟市西小針台1丁目4-11
斎藤 英一
新潟県西蒲原郡弥彦村大字井田2705
【Fター ム(参考)】
4BO18MD50MEO9MFO14CO83AAlllAA112AB322AC122AC782
AC852AD272AD352BB55cc41DD22EE334CO88AB74ACO4BAO9
CAO2CAO3MA57NA14ZA67ZB35
【要約】
【課題】米加工の精米工程の際に副産物として生じる米糠を有効利用し､
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非常に安全でかつ優れた抗菌効果を持つ天然の抗菌剤､抗歯周病剤､
抗菌作用または抗歯周病作用を有する口腔用組成物および食品組成物
を提供する｡
【解決手段】米糠､及び米糠を含む玄米や米腔芽､あるいはこれらの抽
出物について加熱処理し､得られる加熱処理物を有効成分として含有す
る抗歯周病剤は､歯周病原因菌l｡こ対して生育阻害作用を有し､歯周病
の予防および治療に有効な抗歯周病剤として広く応用可能である｡この
抗歯周病剤を歯磨き､マウスウオッシュあるいは飲食物に配合することに
より､歯周病予防効果を有する口腔組成物および食品組成物を提供する
ことができる｡
【選択図】なし
【特許請求の範囲】
【請求項1】
玄米､米艦芽または米糠､あるいはこれらの抽出物を加熱処理して得ら
れる加熱処理物を有効成分として含有することを特徴とする抗菌剤｡
【請求項2】
玄米､米艦芽または米糠､あるいはこれらの抽出物を加熱処理して得ら
れる加熱処理物を有効成分として含有することを特徴とする抗歯周病
剤｡
【請求項3】
請求項1記載の抗菌剤または請求項2記載の抗歯周病剤を含有すること
を特徴とする口腔用組成物｡
【請求項4】
請求項1記載の抗菌剤または請求項2記載の抗歯周病剤を含有すること
を特徴とする食品組成物｡
【実施例】
以下の具体的実施例により､本発明をさらに詳細に説明する｡ここでは､
米糠からの抽出物製造例と歯周病の主要原因菌の一つであるポリプイロ
モナス･ジンジバリスに対する生育阻害作用の試験例を述べるが､本発
明はこれlこ限定されるものではなく､前･後記の趣旨を逸脱しない範囲で
変更実施することは全て本発明の技術的範囲に包含される｡
【0027】
製造実施例
玄米を91%まで精米した際に生じる米糠1kgを原料とし､これに4倍量
の0.15MのNaC偉含んだ25mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH6.0)を加
え､4℃で1時間浸漬した後､磨砕処理を行った｡固形分を除いた後､抽
出液を80℃で10分間加熱処理を行い､それによって生じた沈殿を除い
た後､抽出液にに硫酸アンモニウムを加えて30-65%飽和で沈殿する
画分を集めた｡集めた沈殿は50mMの酢酸緩衝液(pH4.9)で懸濁して
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容量を150mか ら200mlに調製し､これを抽出液とした?
【0028】
試験例
製造実施例で得られた抽出物を用いて､下記の方法でポリプイロモナス･
ジンジバリスに対する生育阻害作用を測定した｡
【0029】
具体的には､まずBrainHeartlnんsion(BHI)培地(BrainHeartlnfusion3
7g､イー ストエキス5g､ヘミン5mg､ビタミンK1O･5mg､精製水1000m暮)
(pH7.4)でポリフイロモナス･ジンジバリス(Porphyromonasgingivalis)菌
JCM8525を37℃で嫌気性条件で静置培養した｡この培養液を生理食
塩水で希釈したものを菌液として使用した｡次に､生育阻害作用試験の
ため平板培地の調製としてB川培地に寒天を加え､120℃で15分間滅
菌処理を行った｡滅菌したBHI培地を約50℃まで冷却した後､フィルター
滅菌した米糠抽出物を2重量%加え､90℃で2時間加熱処理を行った｡
この加熱処理抽出物を添加した培地に､菌数が200-300個程度にな
るように菌液を加えてシャー レに流し込み平板寒天培地を作成し､37℃
で､4-7日間嫌気性条件で静置培養した｡4日後および7日後に確認で
きたコロニーの数を表1に示す｡
【0030】
【表1】
軸索鮭裸拙出癖の歯周病常盤市批煎荷豊年
* ･目 的の基準推純出物を添加しなF.-.漉媒史の主軸髄とし聖幣の比率
表1から明らかなように､無添加および未処理抽出物の平板培地では菌
が生育しているのに対して､加熱処理抽出物を添加した平板培地では菌
の生育がほとんど見られなかった｡以上の実験結果から､米糠抽出物を
加熱処理して得られる加熱処理物はポリフイロモナス･ジンジバリスに対
して有意に生育阻害作用を有することが判明した｡
【0031】
実施例1(練歯麿の調製)
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以下の処方により常法に従って練歯麿を調製した｡
炭酸カルシウム50.00%グリセリン20.00カラギーナン0.50カルボ
キシメチルセルロー ス1.00ラウリル硫酸ナトリウム2.00香料1.00サ
ッカリン0.10加熱処理物2.00水23.40合計100.00
実施例2(チュー インガムを調製)
以下の処方により常法に従ってチュー インガムを調製した｡
砂糖53.20%ガムベース20.00グルコー ス12.00水飴12.30香料
0.50加熱処理物2.00合計100.00
実施例3.(キャンディー の調製)
以下の処方により常法に従ってキャンディー を調製した｡
砂糖50.00%水飴34.00クエン酸1.00水13.00加熱処理物2.00
合計100.00
【0032】
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【発明の詳細な説明】
【0001】
【発明の属する技術分野】
本発明は､安全性の高い天然物を原料とする抗菌剤､抗歯周病剤､口腔
用組成物および食品組成物に関する｡
【0002】
【従来の技術】
米加工の精米工程の際に副産物として生じる米糠の廃棄処理･資源化
にはコストがかかり､環境問題を引き起こす原因物質となっている｡ま
た､日本国内で年間数十万tもの米糠が排出されており､その処理に関
する技術は非常に重要で､有効利用する方法を開発することが求められ
ていた｡
【0003】
そこで､米糠を有効利用する手段の一つとして､例えば､様々な菌に対し
て抗菌効果を有する殺菌剤としての利用が開示されている(特開平7-1
65524号公報)0
【0004】
一方､日常生活においては健康維持に影響する微生物の制御は非常に
重要な要素を占めている｡特に､口腔衛生については歯周病と他の病気
との関連が認められており､虫歯や歯周病が長い期間にわたって治らず
に､化膿している場合､その細菌が血液によって運ばれて身体の中の別
の病気を引き起こす｡具体的には､関節炎や関節リュウマテ､心臓や血
液の病気､腎炎､アレルギー疾患では気管支噛息などの病気と関連があ
ると言われている｡このように､これまで考えられてきたよりも体全体の健
康に及ぼす歯周病の影響が大きいことが明らかにされつつあり､そのた
めに様々な抗歯周病剤が開発され､使用されてきている｡したがって､従
来より化学合成による薬剤が歯周病原因菌の生育を阻害し､歯周病疾
患に有効であることが知られている｡
【0005】
しかしながら､これらの薬剤は安全面で問題があり､特に､人体に対する
慢性毒性に関しては未解明な部分が多く､使用用途､使用量､および使
用期間に大きな制限を加えなければならないという問題があった｡また近
年､環境ホルモンの人体に対する影響だけでなく環境に対する負荷も問
題となっており､化学合成に依らない天然系材料が強く望まれてLtる｡
【0006】
そこで､薬剤の人体に対する副作用がなく､安全性の高い薬剤が求めら
れている申､古来より漢方薬の成分として用いられている五味子抽出物
(特開2002-104986号公報)を原料とする抗歯周病剤が開示されて
いる｡
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【0007】
しかしながら､これら天然由来の抽出物は､安価に､且つ､大量に生産す
る点において問題があった｡
【0008】
それ故､経済的にも安価であり､常用しても全く安全な農産廃棄物である
米糠を有効利用して､口腔内の有害菌である例えば､歯周病原因菌等に
対する効果については未だ見出されていないのが現状である｡
【0009】
【特許文献1】
特開平7-165524号公報
【特許文献2】
特開2002-104986号公報
【0010】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は上記問題点を解決しようとするものであり､農産廃棄物を有効
利用し､非常に安全でかつ優れた抗菌効果を持つ天然の抗菌剤､抗歯
周病剤､抗菌作用または(および)抗歯周病作用を有する口腔用組成物
および食品組成物を提供することを目的とする｡
【0011】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは､上記課題を解決するため､鋭意検討を重ねた結果､米
糠､及び米糠を含む玄米や米艦芽､あるいはこれらの抽出物について加
熱処理して得られる加熱処理物が歯周病原因菌に対して生育阻害作用
があることを見出し､本発明に想到したものである｡
【0012】
本発明の請求項1記載の抗菌剤は､玄米､米艦芽または米糠､あるいは
これらの抽出物を加熱処理して得られる加熱処理物を有効成分として令
有する｡
【0013】
また､本発明の請求項2記載の抗歯周病剤は､玄米､米艦芽または米
糠､あるいはこれらの抽出物を加熱処理して得られる加熱処理物を有効
成分として含有する｡
【0014】
さらに､本発明の請求項3記載の口腔用組成物は､請求項1記載の抗菌
剤または請求項2記載の抗歯周病剤を含有する｡
【0015】
また､本発明の請求項4記載の食品組成物は､請求項1記載の抗菌剤ま
たは請求項2記載の抗歯周病剤を含有する｡
【0016】
【発明の実施形態】
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以下､本発明につき更に詳しく説明する｡
【0017】
本発明において､抗菌剤､抗歯周病剤､口腔用組成物および食品組成
物の有効成分とは､米糠または米艦芽を含むものであれば米､玄米等が
利用できる｡また､本発明は､米または玄米等に含まれる抗菌物質の刺
用を目的とするものであり､したがって､その利用形態を限定するもので
はないが
???????? 抽出物iこ加熱処理して得られる加熱処理物を
用いる｡
【0018】
また､抽出方法としては水を使用する方法が可能であるが､一般的な抽
出方法が利用可能であり､一方法は特に限定されない.抽出物は液体とし
てそのまま利用できるが､抽出物に沈殿剤を加えて沈殿を生じさせ､そ
の沈殿を回収し､再び抽出液で懸濁させたものを加熱処理したのちに倭
用してもよい｡
【0019】
また､加熱方法は電気あるいはガスなどの熱源を用いた方法や､マイク
ロ波などが利用可能であり､方法は特に限定しない｡加熱処理の温度範
囲としては特に限定しないが､好ましくは90-120℃の温度範囲で加熱
処理を行う｡
【0020】
このように米糠､およびその抽出物を加熱処理した加熱処理物は高い抗
菌活性を示す｡また､これらは長く日本人が主食として常食してきたもの
であることから､安全性の面でも問題はない｡したがって､抗菌剤として
の利用だけでなく､抗歯周病剤として歯周病の予防を目的とした飲食物
にも応用可能である｡
【0021】
上記の玄米､米艦芽または米糠､あるいはこれらの抽出物の加熱処理
物の利用形態としては､抗菌作用または抗歯周病作用が期待できるもの
であれば特に限定されない｡医薬部外品または医薬品などの各種口腔
用組成物および食品組成物の成分として配合することにより､口腔内の
歯周病予防に有効に利用できる｡
【0022】
本発明でいう口腔用組成物とは､例えば歯磨きやマウスウオッシュのよう
に口腔内で用いられているものを含み､具体的には､例えば練り状､演
体状､粉末状の歯磨き剤､マウススプレー などの口中清涼剤､トロー チ
剤､うがい剤､シロップ剤等の医薬品または医薬部外品を挙げることがで
きる｡
【0023】
また､食品組成物とは､例えば飲食物などのように経口的に摂取される
ものを含み､具体的には､例えばトロー チ､チュー インガム､キャンディ､
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グミキャンディー ､ジュース等の各種食品を挙げることができる｡
【0024】
さらに､本発明の抗菌剤および抗歯周病剤は､その剤型に応じ､上記加
熱処理物に加えて､任意成分としてその他の添加剤を配合することがで
きる｡歯磨き類の場合は､例えば､研磨剤､粘結剤､粘桐剤､甘味剤等
の各種有効成分などを配合することができ､これらの成分を水と混合す
ることにより､製造することができる｡.
【0025】
例えば､研磨剤としてピロリン酸カルシウム､水酸化アルミニウム､アルミ
ナ､炭酸マグネシウム､第二リン酸カルシウムニ水和物及び無水和物､
シリカゲル､第三リン酸マグネシウム､ケイ酸ジルコニウム､合成樹脂系
研磨剤等が好適に用いられる｡さらに､粘結剤としては､カルボキシメチ
ルセルロー スナトリウム､ヒドE)キシエチルセルロー ス､カラギーナン､キ
サンタンガム､グアガム等が好適に用いられる｡また､粘桐剤としては､
グリセリン､ソルビット､キシリット､マルチツト､ラクチット､ポリエチレング
リコー ル等が好適に用いられる｡さらに､甘味剤としては､サッカリンナト
リウム､ステビオサイド､ネオヘスペリジルジヒドロカルコン等が好適に用
いられる｡
【0026】
【実施例】
以下の具体的実施例により､本発明をさらに詳細に説明する｡ここでは､
米糠からの抽出物製造例と歯周病の主要原因菌の一つであるポリプイロ
モナス･ジンジバリスに対する生育阻害作用の試験例を述べるが､本発
明はこれに限定されるものではなく､前･後記の趣旨を逸脱しない範囲で
変更実施することは全て本発明の技術的範囲に包含される｡
[0027] ;
製造実施例
玄米を91%まで精米した際に生じる米糠1kgを原料とし､これに4倍量
の0.15MのNaCIを含んだ25mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH6.0)を加
え､4℃で1時間浸漬した後､摩砕処理を行った｡固形分を除いた後､抽
出液を80℃で10分間加熱処理を行い､それによって生じた沈殿を除い
た後､抽出液にに硫酸アンモニウムを加えて30-65%飽和で沈殿する
画分を集めた｡集めた沈殿は50mMの酢酸緩衝液(pH4.9)で懸濁して
容量を150m也 らヽ200mlに調製し､これを抽出液とした｡
【0028】
謎塵勉
製造実施例で得られた抽出物を用いて､下記の方法でポリフイロモナス･
ジンジバリスに対する生育阻害作用を測定した｡
【0029】
具体的には､まずBrainHeartInfusion(B川)培地(BrainHeartlnhsion3
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7g､イー ストエキス5g､ヘミン5mg､ビタミンK1O･5mg･精製水1000m])
(pH7.4)でポリプイロモナス.ジンジJ叫ス(Porphyromonasgingivalis)菌
JCM8525を37℃で嫌気性条件で静置培養した｡この培養液を生理食
塩水で希釈したものを菌液として使用した｡次に､生育阻害作用試験の
ため平板培地の調製としてBHI培地に寒天を加え､120℃で15分間滅
菌処理を行ったo滅菌したBHI培地を約50℃まで冷却した後､フィルター
滅菌した米糠抽出物を2重量%加え､90℃で2時間加熱処理を行った｡
この加熱処理抽出物を添加した培地に､菌数が200-300個程度にな
るように菌液を加えてシャー レに流し込み平板寒天培地を作成し､37℃
で､4-7日間嫌気性条件で静置培養した｡4日後および7日後に確認で
きたコロニーの数を表1′に示す｡
【0030】
【表1】
軸索処裸抽出物串輯槻帝常盤軍配帝荷埋*
軸LH 的の薮苧推抽出勧鹿添加しなかtr'た歯生の1開戦とL鳶 輝の比率
表1から明らかなように､無添加および未処理抽出物の平板培地では菌
が生育しているのに対して､加熱処理抽出物を添加した平板培地では菌
の生育がほとんど見られなかった｡以上の実験結果から､米糠抽出物杏
加熱処理して得られる加熱処理物はポリプイロモナス･ジンジバリスに対
して有意に生育阻害作用を有することが判明した｡
【0031】
実施例1(練歯麿の調製)
以下の処方により常法に従って練歯麿を調製した｡
炭酸カルシウム50.00%グリセリン20.00カラギーナン0.50カルボ
キシメチルセルロー ス1.00ラウリル硫酸ナトリウム2.00香料1.00サ
ッカリン0.10加熱処理物2.00水23.40合計100.00
実施例2(チュー インガムを調製)
以下の処方により常法に従ってチューインガムを調製した｡
砂糖53.20%ガムベース20.00グルコー ス12.00水飴12.30香料
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0.50加熱処理物2.00合計100.00
実施例萱(キャンディー の調製)
以下の処方により常法に従ってキャンディー を調製した.
砂糖50.00%水飴34.00クエン酸1.00水13.00加熱処理物2.00
合計100.00
【0032】
【発明の効果】
本発明の請求項1記載の抗菌剤は､玄米､米艦芽または米糠､あるいは
これらの抽出物を加熱処理して得られる加熱処理物を有効成分として含
有するものであるので､米が主食として長い間常食されてきたものである
ことから安全性が高く､体内に吸収されても心配がない抗菌剤として広く
応用可能であり､農産廃棄物である米糠を有効利用することができる0
【0033】
また､本発明の請求項2記載の抗歯周病剤は､玄米､米艦芽または米
糠､あるいは
l■｣_れらの抽出物を加熱処理して得られる加熱処理物を有効
成分として含有するものであるので､米が主食として長い間常食されてき
たものである
L:二]｣.-とから安全性が高く､歯周病の予防および治療に有効な
抗歯周病剤として広く応用可能であり､農産廃棄物である米糠を有効刺
用することができる｡
【0034】
さらに､本発明の請求項3記載の口腔用組成物は､請求項1記載の抗菌
剤または請求項2記載の抗歯周病剤を含有するものであるので､米が主
食として長い間常食されてきたものであることから安全性が高く､体内に
吸収されても心配がない医薬部外品または医薬品として広く応用可能で
あり､米糠が農産廃棄物であるため安価に､且つ大量に生産することが
できる. .=
【0035】
また､本発明の請求項4記載の食品組成物は､請求項1記載の抗菌剤ま
たは請求項2記載の抗歯周病剤を含有するものであるので､米が主食と
して長い間常食されてきたものであることから安全性が高く､体内に吸収
されても心配がない飲食物として広く応用可能であり､米糠が農産廃秦
物であるため安価に､且つ大量に生産することができる｡
http://www2.ipdl.ncipLgo.jp/begin/BE_DETAILJEXT.cgi?sPos=1&sPat=%93%C1%8".2006/05/09
詳細表示画面
(書誌+要約+請求の範囲)
【発行国】
【公報種別】
【公開番号】
【公開日】
【発明の名称】
日本国特許庁(JP)
公開特許公報(A)
特許公開2004-97153
平成16年4月2日(2004.4.2)
組換えバチルスメガチリウム菌
【国際特許分類第7版】
C12N15/09
612N1/21
612P21/02
//(C12N1/21
C12R1:ll )
(C12P21/02
C12R1:ll )
【FI】
C12N15/00
612N 1/21
612P21/02
C12N 1/21
612R 1:ll
C12P21/02
C12R 1:ll
【審査請求】
【請求項の数】
【出願形態】
【全真数】
【出願番号】
【出願日】
【出願人】
【識別番号】
【氏名又は名称】
【住所又は居所】
【代理人】
【識別番号】
【氏名又は名称】
【発明者】
未請求
3
0L
14
特許出願2002-2671皇o
平成14年9月12日(2002.9.12)
1/3ページ
000000918
花王株式会社
東栄都中央区日本橋茅場町1丁目14番10号
110000084
特許業務法人アルガ特許事務所
htp://www2.ipdI.ncipi.go.jp/begin/BE_DETAILTEXT.cgi?sPos=4&sPat=%93%C1%8," 2006/05/09
｣詳細表示画面
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所′】
【発明者】~
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
2/3ページ
林 康弘
栃木県芳賀都市員町赤羽2606 花王株式会社
研究所内
秋葉 俊一
栃木県芳賀郡市貝町赤羽2606 花王株式会社
研究所内 ｢,
袴田 佳宏
栃木県芳賀都市員町赤羽2606 花王株式会社
研究所内
荒 勝俊
栃木県芳賀都市貝町赤羽2606 花王株式会社
研究所内
斎藤 英一
新潟県新潟市浜浦町1の8 日本歯科大学新潟
歯学部生化学講座内
【テーマコー ド(参考)】
4BO244BO644BO65
【Fター ム(参考)-】
4BO24AAOIAAllBA19CAO4DAO5DAO6EAO4FAO2FA18GAll
4BO64AG21CAO2CA19cc24DAOf4BO65AA17XAA17YAA26X
ABOIAC14AC15BAO2CA24CA44
【要約】
【課題】目的タンパク質を効率的且つ大量に製造するための宿主ベクター
系及びこれを用いたシスタチン類の製造法を提供する｡
【解決手段】バチルス メガチリウム菌を､バチルス属細菌由来アルカリセ
ルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域
と目的タンパク質をコードする遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクタ
ー で形 質 転 換 させ てなる組 換 えバ チ ル ス メガ チ リウム 菌 ､及 び当該級
換 えバ チ ル ス メガチ リウム 菌 を培 養 し､当 該 培 養 物 中 か らシスタチン類
を分 離 す るシスタテン類 の 製 造 法 ｡
【選 択 図 】 な し
【特 許 請 求 の 範 囲 】
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【請求項1】
バチルス メガテリウム菌を､バチルス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産
生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域と目的タン
パク質をコー ドする遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクター で形質
転換させてなる組換えバチルス メガチリウム菌｡
【請求項2】
バチルス属細菌が､BacHtus
又はBaG川usら
sp. KSM-64(FERM P-10482)
p. KSM-S237(FERM P-16067)である請求
項1記載の組換えバチルス メガチリウム菌｡
【請求項3】
目的タンパク質をコ⊥ドする遺伝子としてシスタチン類をコー ドする遺伝
子を組み込んだ請求項1.又は2記載の組換えバチルス メガチリウム菌
を培養し､当該培養物中からシスタチン類を分離するシスタテン類の製
造法｡
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【発明の詳細な説明】
【0001】
【発明の属する技術分野】
本発明は､組換えバチルス メガチリウム菌及びこれを用いた目的タンパ
ク質の製造法に関する｡ ･
【0002】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】
今日まで､組換えDNA技術による異種タンパク質の生産には､大腸菌
(星L 些担)をはじめとして､酵母や糸状菌､培養動植物細胞､バチルス
属細菌等の宿主ベクター 系が用いられてきた｡このうち､バチルス属細菌
の一つである枯草菌は､産業用酵素の供給源のみならず食品産業でも
利用されている菌であり､安全性が極めて高いことに加え､菌体外へのタ
ンパク質の分泌が可能であり､菌体内若しくはペリプラズムで異種タンパ
ク質を生産させる大腸菌の系と比較して異種タンパク質の精製操作が大
幅に簡略化できるという利点があることから､大腸菌に次いで遺伝学的
研究が行われ､形質転換効率の高い宿主ベクター が開発されている｡
【0003】
しかしながら､枯草菌においても､その宿主ベクター 系妹適当なプロモー
ター 領域､分泌シグナルペプチド領域がない場合には､目的産物が細胞
内に留まったままであったリ､分泌生産された目的タンパク質が膜の上
や菌体外でプロテアーゼにより分解されたり､シャペロンの不適合等の要
因によって効率的な物質生産が行われない(非特許文献1参照)､といっ
た問題がある｡
【0004】.
一方､バチルス メガチリウム菌は､枯草菌と同様にバチルス属細菌の
一つであり､プロテアーゼ分泌能が枯草菌等に比べて低いことが知られ
ている｡斯かるバチルス メガチリウム菌を宿主として異種タンパク質を
生産した例はいくつか報告されているが(非特許文献2､非特許文献3参
照)､いずれも外来遺伝子産物は菌体内に蓄積されており､菌体外へ分
泌生産されたという報告はない｡
【0005】
他方､シスタチン類は､システインプロテアーゼ阻害剤の総称であり､ヒト
組織および体液に広く分布し､カテプシンB､H､L及びSのようなシステイ
ンプロテアーゼと密接かつ可逆的な複合体を形成し､これらのプロテアー
ゼが関与する正常又は病的な過程の調節に係わっている｡従って､シス
タチンは､後天的な肺炎(肺気腫)､劇症肝炎､心筋梗塞､成人呼吸窮迫
症候群､細菌毒素に起因するショック様症候群､カテプシンKの選択的阻
害による疾患(骨粗しょう症､バジェット病､悪性高カルシウム血症､代謝
性骨疾患等)に関与すると考えられている｡
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【0006】
そして､斯かるシスタテン類の製造についても､そのアミノ酸構造をコー ド
する遺伝子を用いた組換え生産が試みられており､シスタチンCを始め､
シスタチンA､シスタチンB､シスタテンα及びシスタチンSの組換え大腸菌
(E.COH)による生産などが知られているが､その生産性は低く実用化さ
元高Vベルには至っていないのカ準 情である｡
【0007】
本発明は､目的タンパク質を効率的且つ大量に製造するための宿主ベク
ター 系及びこれを用いたシスタテン類の製造法を提供することを目的とす
る｡
【0008】
【非特許文献1】
Simonen, M., and Palva,, I., Microbiol. Rev. 57:10
9,(1993)
【非特許文献2】
Yamagata, H., etal., Pro. NatJ. Acad. Sci. USA.,
86:3589,(1989)
【非特許文献3】
Rygus, T‥ and HHIen, W., Appl. MicrobioJ. Biotechn
oI., 35:594,(1991)
【0009】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは､バチルス属細菌の宿主ベクター 系を用いたタンパク質の
生産方法について種々検討したところ､バチルス メガチリウム菌を宿主
とし､これをバチルス属細菌由来のアルカリセルラー ゼ産生遺伝子のプ
ロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を含む発現ベクター で形
質転換させた組換えバチルス メガチリウム菌を用いることにより､目的
タンパク質が効率よく大量に分泌生産できることを見出した｡
【0010】
すなわち本発明は､バチルス メガチリウム菌を､バチルス属細菌由来ア
ルカリセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプ
チド領域と目的タンパク質をコー ドする遺伝子とを含むDNA断片を保持
するベクター で形質転換させてなる組換えバチルス メガチリウム菌を揺
供するものである｡
【0011】
また本発明は､目的タンパク質をコー ドする遺伝子としてシスタチン類を
コー ドする遺伝子を組み込んだ上記組換えバチルス メガチリウム菌杏
培養し､当該培養物中からシスタチン類を分離するシスタチン類の製追
法を提供するものである｡
【0012】
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【発明の実施の形態】
本発明の組換えバチルス メガチリウム菌は､バチルス メガチリウム菌
を宿主とし､これをバチルス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝千
のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域と目的タンパク質をコ
ードする遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクター で形質転換させて
なるものである｡以下､本発明の紳換えバチルス メガチリウム菌につい
て説明する｡
【0013】
本発明において用いられる宿主菌は､バチルス メガチリウム菌(BaC川
us megater;um)であればよいが､プロテアーゼの機能が消失又は低
亡元､或いはプロテアーゼの菌体外分泌能が低く､分泌生産された目的タ
ンパク質の細胞膜上や菌体外での分解が抑制されるものが好ましく､例
えばバチルス メガチリウム菌 wH320株が挙げられる｡WH320株
は､Ryguさらによって調製されたDSM319株の派生株であり､DSM31
9株をEMSにて変異処理し､ラクトー ス及びxGalを含む寒天培地上で白
いコロニーを示す株として取得されたものである｡本棟にはβ-ガラクトシ
ダーゼ活性が見られない(Rygus.T etaL,Arch Microbiol155:
535(1991)0
【0014】
本発明の組換えバチルス メガテリウム菌を形質転換するためのベクタ
ーは､バチルス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝子のプロモータ
ー領域及び分泌シグナルペプチド領域と､目的タンパク質をコー ドする遺
伝子とを含むDNA断片を含むものであればよい｡プロモーター 領域及び
分泌シグナルペプチド領域としては､Bac川us sp. KSM-64(PER
M P-10482)由来のDNA断片(配列番号1､特開平6-217781号
公報)､Bacilus sp. KSM-S237(FERM P-16067)由来のD
NA断片(配列番号2､特開2000-210081号公報)が好適に挙げら
れ､特にBaci=us sp. KSM-S237セルラー ゼ由来のDNA断片(配
列番号2)が好ましい｡
【0015】
斯かるプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域のセルラー ゼ遺
伝子からの単離は公知の方法､例えば Maniatisら[Maniatis, T.,
etaI., MolecularCIonI-ng 2nd ed., A Laboratory Manua
I, Co一d Spring HarborLaboratoW(1989)]に記載の方法で行う
ことができるoまた､公知のポリメラア-ゼ･チェイン･リアクション(PCR)
法によって特異的に増幅することにより効率的に取得できる.lInnis,
M.,A., etaL, PCR Protocols, A guideto methods a
nd applications, Academic Press (1990)]｡
【0016】
目的タンパク質をコー ドする遺伝子は､上記プロモーター 領域及び分泌
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シグナル領域の下流末端に結合すればよく,当該目的タンパク質として
は､各種酵素タンパク質や生理活性ペプチド等､いずれの異種タンパク
質でもよい｡
【0017】 ＼
斯かるバチルス属細菌由来アルカリセルラ｣ゼのプロモーター 領域及び
分泌シグナルペプチド領域と目的タンパク質をコー ドする遺伝子とを含む
DNA断片を保持する発現ベクタ二は､バチルス メガチリウム菌に保拷
され増殖するプラスミドであればよく､例えば､古ta
蔓由来のpUBllO､
faecaJis
Bac=us cereus
Jococcus aureu
由来のpBCl6.Enterococcus
由来のpAMα1､PAMα1の一部を含むシャトルベクター pHY30
OPLKなどが挙げられる｡
【0018】
斯かるベクター を用いて､宿主バチルス メガチリウム菌を形質転換する
には､プロトプラスト法､コンビテントセル法上エレクトロポレー ション法等
の公知の方法を用いればよい｡
【0019】
斯くして得られる組換えバチルス メガテリウム菌(形質転換体)を､当該
組換えバチルス メガチリウム菌が生育可能な培地中で適当な培養条件
で培養することにより､目的タンパク質を大量に生成させることができる｡
特に､本発明の組換えバチルス メガチリウム菌はシスタテン類の大量
分泌生成に適するものであり､宿主バチルス メガチリウム菌を､バチル
ス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分
泌シグナルペプチド領域と､シスタチン類をコー ドする遺伝子とを含むDN
A断片を保持するベクター で形質転換させてなる組換えバチルス メガチ
リウム菌を用い､これを適当な培地中で適当な培養条件で培養すること
によって､シスタチン類を大量に分泌生成させることができる｡
【0020】
ここで､シスタチン類としては､その起源や種類に限定されず､ファミリー
1(ステフインファミリー )､ファミリー 2(シスタチンファミリー )及びファミリー
3(キニノー ゲンファミリー )に分類される全てのシスタチンスーパーファミ
リー 並びに､システインプロテアーゼに対する阻害活性を有する特開平7
-126294号公報に記載の新規システインプロテアーゼインヒビター ､
特表2001-512966号公報に記載のCSTINのようなシスタチン様タン
パク質が挙げられる｡
【0021】
斯かる､1)ファミリー 1としては､ヒトシスタチンA､ヒトシスタテンB､ラット
シスタチンα､ラットシスタテンβ､ヒトC-Ha-ras oncogene product
-p21､オリザシスタチンⅠ､オリザシスタチンⅠ､コー ンシスタチン､ソヤシ
スタチン等が挙げられ､2)ファミリー 2としては､ヒトシスタテンC､ヒトシス
タテンS､ヒトシスタテンSN､ヒトシスタチンSA､ヒトシスタテンD､ヒトシス
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タチンM､ヒトロイコシスタテン(シスタテンF)､ラットシスタテンC､ラットシ
スタチンS､マウスシスタテンC､マウスロイコノシスタチン､チキンシスタ
チン､ウズラシスタチン､ウシ初乳シスタチン､カー プシスタチン､タイワン
コブラ毒シスタテン､カブトガニシスタチン､チャムサーモンシスタチン､旦r
osophiaシスタテン､サーコシスタチン､マムシ毒シスタチン等が挙げら
れ､3)ファミリー 3としては､ヒト低分子量キニノーゲン､ヒト高分子量キニ
ノー ゲン､ウシ低分子量キニノー ゲン､ウシ高分子量キニノー ゲン､ラット
低分子量キニノー ゲン､ラット高分子量キニノー ゲン､ラットT-キニノ-
ゲン1､ラットT-キニノー ゲン2等が挙げられる｡
【0022】
このうち､本発明の組換えバチルス メガチリウム菌を用いた製造には､
特にファミリー 2に属すものが好ましく､特にヒトの唾液由来のシスタテン
であるシスタチンS､シスタチンSA､シスタチンSNが適する｡
尚､これらシスタチン類の遺伝子は､生体からの抽出や増幅､化学的令
成等の公知の方法により取得すればよい｡
【0023】
組換えバチルス メガチリウム菌の培養に用いる培地の種類としては､適
当な窒素源､炭素源､ミネラルを含み､本発明のバチルス メガチリウム
菌宿主が生育し､目的タンパク質を生産することのできるものであればよ
い｡例えば､配列番号2で示されるDNA断片を含む組換えバチルス メ
ガチリウム菌wH320株によってシスタテン類を生産する場合､炭素源と
して､ぶどう糖や果糖等の単糖類､しょ糖､麦芽糖等の二糖類又は可港
性澱粉等の多糖類等を配合した培地や､窒素源として､酵母エキス､負
肉エキス､コー ンスティー プリカー(CSL)等を野合したCM培地等を用い
ることができる｡
【0024】
また､培地のpHは､用いる組換えバチルス メガチリウム菌が生育し得
る範囲のpHであればよいが､pH6.0-8.0に調整するのが好適であ
る｡
培養条件は､15-42℃､好ましくは2Y8-37℃で2-7日間振遺また
は､通気撹挿培養すればよい｡
【0025】
【実施例】
試験方法
(1)宿主菌株
宿主として､Bac=us umwH320株(MoBiTec社)､比較
例としてBac‖us subtHiS 168株を用いた.
【0026】
遺伝子のサブクローニングに用いる大腸菌
? ? ? ? ? 【? ?????????????
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HBIOl株(タカラバイオ株式会社製)を使用した｡ヒト顎下腺由来のcD
NAからクロー ニングしてきたシスタチンS遺伝子を含むプラネミドとしてp
UsA3(Saitoh,'E., andlsemura,S., J.Biochem.1.16,:39
9,(1994))を使用した｡Bacilussp. KSM-S237株セルラ-ゼ
由来のプロモーター 領域､分泌シグナルペプチド領域を含むプラスミドと
してpHYEglS(Hakamada,Y.,.etaf., Biosci.Biotechnol.Bi
ochem., 64:2281,(2000))を使用した｡シスタテン遺伝子をサブ
クロー ニングするベクター としてpHY300PLK(タカラバイオ株式会社製)
を使用した(墜1).
【0027】
(3)使用培地及び培養条件
組換え菌の培養には､表1に示したCM培地を使用し､以下の培養条件
で行ったoすなわち､大型試験管(シード培地､5mL仕込)にて15時間培
養した前培養液を､5qOmLヒダつき三角フラスコ(メイン培地､20mL仕
込)に4%植菌し､培養温度30℃､回転数210rpmで3-4日間培養を
行った｡
【0028】
【表1】
テ十一才 リオ丁:)-I.翠工軽/ーん 鮎 iI
■ヽ′一･.-■-:7:=Or--I-■一■●■.,.T: I).'■ヽ
串_-I. - *
一'■- 0,tl三二 撃
串∴車 ーヽ一■▲ヽヽ.).:.;
t %≡,▲･-,.･L-仙､.…一m･_.I-
【0029】
(4)遺伝子工学的手法
遺伝子断片の増幅にはポリメラーゼ.チェイン･リアクション(PCR)法を用
いた｡pCR法には､Pwo DNAポリメラー ゼ(ロシュ一･ダイアグノスティ
ックス社)を用いて､鋳型DNA5ng､表2に示す順方向プライマー及び逆
方向プライマー各20pmoはして､PCR反応(変性温度:94℃-1分､ア
ニール温度:54℃-0.5分､DNA鎖伸張温度:72℃-4分を1サイクル
として30回繰り返す)をDNA ThermalCycJer(パーキン暮エルマ社)を
用いて行った｡増幅された遺伝子断片の塩基配列をサンガー法(F.San
gar, etaI., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,74:5.463(1982))
により決定し､PCR法による配列のエラー が起こっていないことを確認し
た｡構築した組換えプラスミドのバチルス メガチリウム菌への導入には､
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プロトプラスト法(Chang,S., and Cohen,N., S.,MoLGen.
Genet.,168:111,(1979))の変法(プロトプラストの形成:BROWN
J.B. & CARLTON.B,C, J.BacterLIOl.142:508(1980)､
形質転換体の再生:puyeI,A. etaI., FEMS. Microbjo暮,Lett.
40:1(1987))に従って行った｡
【0030】
【表2】
馳AAGHTAGGじTTL汀T腿仁弧亡丁描井田甘舵∈航GmE且TTt:描
SF,37TJF,W ■IL
苫抑闇等1
CS2旨和 ET瑞で粍TT馳 乱丁亡馳T郁-f鎚舶棉rT悶駐
配列満碍3.
iiiii
【0031】
(5)組換え菌生産物の解析
培養後の培養液を遠心分離し培養上清と菌体を得た｡菌体を菌体破砕
緩衝液(50mM リン酸緩衝液(pH7.4)､1mM EDTA､1mM PMS
F､1mM DTT ､5%グリセロー ル)で懸濁し､超音波破砕(BIOMIC社
7500型､Output5､DutyCycle 50%､15分間破砕)後､遠心分
離した上清を菌体破砕物とした｡
sDSポリアクリルアミド電気泳動(SDS･-PAGE)はレディゲルJ (分離
ゲル濃度15%､バイオラッド)を用い､泳動後のゲルをクイックCBB(関
東化学)にてタンパク質染色した｡
抗体染色はSDS-PAGEで分離したタンパク質をゲルからPVDFフィル
ター (ミリポア､ImmobHonトランスファー 膜)上へ電気的に転写後､一次
抗体に後記参考例に記載の方法により作製した組換え大腸菌由来のシ
スタテンSに対する抗シスタチンSマウス抗体､二次抗体にHRP標識の
抗マウスIg抗体(アマシャム フアルマシア バイオテク社)を用い､ECL
plusウェスタンブロッティング検出システム(アマシャム フアルマシア
バイオテク社)によづて､シスタチンSの検出を行った｡
【0032】
参考例 抗シスタチンS抗体の作製
(1)パパイン阻軍活性の測定方法
シスタテンSのパパイン阻害活性はBarretら(Methods in enzymolo
gyvol.80､pp771(1981))に準じて測定した｡10mMベンゾイルー
L-アルギニン-4-ニトロアニリド(Benzoiト L-arginine-4-nitre
aniHde)ジメチルスルホキシド溶液を基質とし､2mMのEDTAを含む､2
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00mMリン酸緩衝液にDTTを終濃度8mMとなるように添加した｡パパイ
ン1mg/mLの濃度でDTTを含まない緩衝液に溶解した｡また､反応停
止用溶液として5%トリクロロ酢酸溶液を使用した｡測定は以下の手順で
行った.測定用チュー ブに1mLDTTを含む緩衝液と0.05mLのパパイ
ン溶液､試料溶液0.5mLおよび全量2mLとなるよう蒸留水を入れ､2
5℃で5分間インキュベ-トした.?いで基質溶液0.05mLを加え撹拝し
た｡25℃で15分反応後､1mLの反応停止液を加え､沈殿が生じた場合
は10000rpm､10分間遠心分離を行い､上清の405nmの吸光度を測
定した｡相対阻害活性は次式(1)より求めた｡
相対阻害活性(鶴)-100-((AO-AI)/AOXIOO) (1)
AO:阻害剤フリー の吸光度
AI:サンプルの吸光度
【0033】
(2)シスタテンSの組換え大腸菌による製造
ヒト唾液由来シスタテンSは斎藤ら[J.Biochem.116,399⊥405(1
994)]の方法に従って製造した｡即ち､ヒトシスタチンSのcDNAを含む
発現ベクター を大腸菌(Escherichia cols)JM109(タカラJ〈イオ株式
会社製)を宿主として組換え操作を行い､組換え体を作成した｡組換え大
腸菌の培養はアンピシリン(50岬/mL)添加LB培地50mLにて前培養
を行った｡本培養はM9最小培地にシュー クロー ス(4g/L)､チアミン(2
mg/L)､MgSO4(1mM)～CaC12(0･1mM)とアンピシリン(50mg/
L)を加えた培地16Lを用い30-L容ジャー ファー メンター によって､前培
養液16mLを添加後､培養温度37℃､通気量4L/min､撹坪数250rp
mの条件で行った｡培養4時間後(oD600-0.5)にイソプロピルチオ
ガラクトシド(終濃度0.3mM)を添加してさらに4時間培養を行い､シス
タチンSを発現した.培養後､FreijeらtJ.Biol.Chem.268,15737
-15744(1993)]の方法によって菌体処理を行いペリプラズム画分を
調製した｡
【0034】
(3)シスタチンSの精製
シスタテンSの精製はDEAE-Toyop由r1650C(2.5cmXIOcm)
によるイオンクロマトグラフィー によって行った｡ペリプラズム画分を10m
M NH4HCO3(pH8)にて平衡化したDEAE-ToyopearI650Cカラ
ム(2･5cmXIOcm)にロー ドする010mM NH4HCO3(pH8)で溶出
洗浄後･10mM NH4HCO3(pH8)(250mL)､4%NaC儒解10mM
NH4HCO3(pH8)(250mL)で形成されるゲラジエントで溶出するo組
換えシスタテンSを含むフラクションは(1)に示した方法によってパパイン
阻害活性を測定することで検出した｡
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【0035】
パパイン阻害活性を有するフラクションを凍結乾燥後､再度60mLの蒸
留水に溶解後､centriprep3(MILLIPORE社製)にて20mLに脱塩濃
縮を行った｡さらに､40mLの蒸留水を添加して､同様に脱塩濃縮を2回
行った｡得られた脱塩濃縮液20mLのうち10mLをさらにCentriprep3
にて濃縮を行い1.～5mLとした｡得られたシスタチンS濃縮液1.5mLをさ
らに10mM Tris⊥HCレモップア⊥(pH7.2)で平衡化したToyopearl
HW55Fカラム(1.5cmX94cm)によるゲル漉過を行った｡組換えシス
タテンSを含むフラクションは(1)に示した方法によってパパイン阻害活
性を測定することで検出した｡ -
パパイン阻害活性を有するフラクションをCentrJ'prdp3にて濃縮を行い2
mLとした｡得られた濃縮硬をプロテインアッセイ(バイオラッド社製)によ
り牛血清アルブミンを標準として定量した結果､678pg/mLであった｡
【0036●】
(4)抗シスタテンSマウス抗体の作製
(3)によって得られた精製シスタチンSを用いて常法に従って抗シスタチ
ンSマウス抗体を作製した｡即ち雌のBALB/Cマウスに精製シスタテン
S溶液60pLを100pL FCAと混合して腹腔内注射により初回免疫を行
ったoさらに､14､28､48日後に精製シスタチンS溶液60pLを100pL
MPL+TDMエマルジョンと混合して腹腔内注射を行った｡52日後にマ
ウス尾静脈より全血を採取し､抗血清を分離し抗シスタテンSマウス抗体
とした｡
【0037】
比較例1 枯草菌168株による発現
KSM-S237株由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シ
グナルペプチド領域を利用した組換えプラスミドを構築した.
すなわち､プラスミドpHYEglS5ngを鋳型とLS237UE及びcs237D
の2種類のプライマT各20nmoIを用いたPCRによりKSM-S237株
由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､分泌シグナルペプチ
ド領域をコー ドする0.6Kbの遺伝子断片を得た占同様にプラスミドpusA
3 5ngを鋳型とし237CSU及びpsDの2種類のプライマー各20nmoI
を用いたPCRによりヒトシスタチンSをコー ドする0.4kbの遺伝子断片
を得た｡この0.4Kb断片の塩基配列をサンガー法により決定し構造遺
伝子中の塾担R,Ⅰサイトをコドンに影響の無いように(AAT-AAC)消去
したことを確認した｡単離した0.6Kb断片､0.4Kb断片をそれぞれ5ng
を鋳型としてS237UE及びpsDの2種類のプライマー各20nmo嵯用い
たpcRによりKSM-S237株由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモー
ター 領域､シグナルペプチド領域の下流末端にヒトシスタテンSをコード
する遺伝子が結合した1.Okb遺伝子断片を得た｡得られた1.OKb断片
とプラスミドpHY300PLKを星蔓旦RI及び地 dI処理後､T4DNAリガーゼ
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を用いて結合した.この結合反応物を大腸菌HBIOl株に導入し､5pg
/mLテトラサイクリンを含むLB培地を用いて形質転換体を選択した｡組
換え大腸菌の保持する組換えプラスミドを常法[D.,M.,GIover, DN
A CloningVolumeI,IRL PRESS, Oxford,Washington D
c,(1985)]に従って調製し､得られた組換えプラスミドの制限酵素切断
点の解析を行って組換えプラスミドpH237-USを得た｡プロトプラスト
法にて枯草菌168株に組換えプラスミドpH237-USを導入し､得られ
た枯草菌について培養(30℃､3日間)を行い､｣培養上清のSDS電気泳
動的解析を行った｡その結果抗体染色にて菌体破砕物中にヒトシスタチ
ンSに相当する分子サイズ(14Kd)のタンパク質バンドが検出できたが､
培養上清中に抗体に反応するタンパク質バンドは検出できなかった(里
星)0
【0038】
実施例1 バチルス メガチリウム菌による発現
組換えプラスミドpH237-USをBaciIus megaterium WH320 株
に導入し､得られた組換え体について培養(30℃､4日間)を行い､培養
上清のSDS電気泳動的解析を行った｡その結果､抗体染色にてシスタテ
ンが大量に菌体外分泌されていることが確認され､タンパク質染色にお
いても充分に生産が確認できる生産レベルであることが認められた(塁
蔓)0
【0039】
【発明の効果】
本発明の組換えバチルス メガチリウム菌を用いれば､目的タンパク質を
効率よく且つ大量に生産することができる｡
【0040】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【塁ユ】シスタテン組換えプラスミドの構築(S237プロモーター 領域､分泌
シグナルペプチド領域)を示す図である｡
【星呈】S237プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を塵入し
た組換え枯草菌生産物の解析結果を示す図である(比較例1)｡
【塵旦】S237プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を導入し
た組換えバチルス メガチリウム菌生産物の解析結果を示す図である
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(書誌+要約+請求の範囲)
【発行国】
【公報種別】
【公開番号】
【公開日】
【発明の名称】
【国際特許分類第7版】
C12N 1/21
612P21/02
//C12N15/09
(C12N1/21
612R1:07 )
【FI】
612N1/21 ZNA
C12P21/02 日
612N15/00
C12N1/21
612R 1:07
【審査請求】
【請求項の数】
【出願形態】
【全頁数】
【出願番号】
【出願日】
【優先権主張番号】
【優先日】
【優先権主張国】
【優先権主張番号】
【優先日】
【優先権主張国】
【出願人】
【識別番号】
【氏名又は名称】
【住所又は唐所】
1/4ペー ジ
日本国特許庁(JP)
公開特許公報(A)
特許公開2004-313169
平成16年11月11日(2004.ll.ll)
組換え枯草菌
未請求
5
0L
21
特許出願2003-204599
平成15年7月31日(2003.7.31)
QS#2002-226244(P2002-22624
4)
平成14年8月2日(2002.8.2)
日本国(JP)
特願2003-54026(P2003-54026)
平成15年2月28日(2003..2.28)
日本国(JP)
000000918
花王株式会社
東京都中央区日本橋茅場町1丁目14番10
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【代 理 人 】
【識 別 番 号 】
【氏 名 又 は 名 称 】
【代 理 人 】
【識 別 番 号 】
【弁 理 士 】
【氏 名 又 は 名 称 】
【代 理 人 】
【識 別 番 号 】
【弁 理 士 】
【氏 名 又 は 名 称 】
【代 理 人 】
【識 別 番 号 】
【弁 理 士 】
【氏 名 又 は 名 称 】
【代 理 人 】
【識別番号】
【弁理士】
【氏名又は名称】
【代理人】
【識別番号 】
【弁理士】
【氏名又は名称】
【代理人】
【識別番号】
【弁理士】
【氏名又は名 称 】
【発 明者】
【氏名】
【住所又は居 所】
【発 明者 】
【氏名】
早
110000084
特 許 業 務 法人アルガ特許事務所
100068700
有 賀 三幸
100077562
高 野 登 志雄
100096736
中 嶋 俊 夫
100101317
的場 ひろみ
100117156
村 田 正樹
100111028
山本 博人
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林 康弘
栃木県芳賀郡市貝町赤 羽2606花王株 式
会社研究所 内
秋葉 俊一
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【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
【発明者】
【氏名】
【住所又は居所】
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栃木県芳賀郡市鼻町赤羽2606花王株式
会社研究所内
袴田佳宏
栃木県芳賀郡市貝町赤羽2606花王株式
会社研究所内
遠藤 圭二
栃木県芳賀郡市員町赤羽2606花王株式
会社研究所内
荒 勝俊
栃木県芳賀都市員町赤羽2606花王株式
会社研究所内
斎藤 英一
新潟県新潟市浜浦町1の8日本歯科大学
新潟歯学部生化学講座内
【テーマコード(参考)】
4BO244BO644BO65
【Fター ム(参考)】
4BO24AAOIAAO3AA20BAO3BA80CAO3CAO4DAO7EAO4FAO2
FA18GA‖ GA25HA204BO64AG13AG23CAO2CA19cc01cc06
cc07cc12cc24DAOIDA134BO65AA15XAA93YABOIAC14AC20
BAO2BAIOBA16BBOIBCO2BCO3BCO5BCO8BC26CA24CA43
CA44CA46
【要約】
【課題】目的タンパク質を効率的且つ大量に製造するための枯草菌宿主
ベクター 系及びこれを用いた目的タンパク質の製造法を提供する｡
【解決手段】1以上のプロテアーゼ遺伝子を削除又は不活性化した宿主
枯草菌を､バチルス属細菌由来アルカリセルラーゼ産生遺伝子のプロモ
ーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域と目的タンパク質をコードする
遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクター で形質転換させてなる組換
え枯草菌､及び当該組換え枯草菌を培養し､当該培養物中から目的タン
パク質を分離するタンパク質の製造法｡
【選択国】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項1】
1以上のプロテアーゼ遺伝子を削除又は不活性化した宿主枯草菌を､バ
チルス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及
び分泌シグナルペプチド領域と目的タンパク質をコー ドする遺伝子とを含
むDNA断片を保持するベクター で形質転換させてなる組換え枯草菌0
【請求項2】
バチルス属細菌
はBaC‖us
が､Baci=ussp.KSM-64(PERM P-10482)又
sp.KSM-5237(PERMP-16067)である請求項1記
載の組換え枯草菌｡
【請求項3】
プロテアーゼ遺伝子が､アルカリプロテアーゼ遺伝子(旦由空)である請求
項1又は2記載の組換え枯草菌｡
【請求項4】
請求墳1-3のいずれか1項記載の組換え枯草菌を培養し､当該培養物
中から目的タンパク質を分離するタンパク質の製造法｡
【請求項5】
目的タンパク質が､シスタテン類又はヒト成長ホルモンである請求項4記
載の製造法｡
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【発明の詳細な説明】
【0001】
【発明の属する技術分野】
本発明は､組換え枯草菌及びこれを用いた目的タンパク質の製造法に関
する｡
【0002】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】
今日まで､組換えDNA技術による異種タンパク質の生産には､大腸菌
(Esherichiacol売)をはじめとして､酵母や糸状菌､培養動植物細胞､バ
チルス属細菌等の宿主ベクター 系が用いられてきた｡このうち､枯草菌や
Bac川usbrevis等のバチルス属細菌は､種々の酵素タンパク質を培地
中に分泌し蓄積するという性質を有することから､大腸菌に次いで遺伝
学的研究が行われ､形質転換効率の高い宿主ベクター 系が開発されて
いる.例えば､一部のBac=usbrevis宿主はタンパク質分泌能力が
く､自身で菌体外にタンパク質分解酵素を生産しないことから､菌体外で
の異種タンパク質が分解されないといった利点を有し､これまでにヒト成
長ホルモンの生産(例えば特許文献1参照)､インスリンの生産(例えば
特許文献2参照)等をはじめとする種々の異種タンパク質の生産に用い
られている｡
【0003】
また､枯草菌は､産業用酵素の供給源のみならず食品業界でも利用され
ている菌であり､安全性が極めて高いことに加え､菌体外へのタンパク質
の分泌が可能であり､菌体内若しくはペリプラズムで異種タンパク質を生
産させる大腸菌の系と比較して異種タンパク質の精製操作が大幅に簡
略化できるという利点があり､ヒト成長ホルモンの生産に使用できること
が報告されている(例えば非特許文献1参照)｡
【0004】
しかしながら､BaG=usbrevisは工業用宿主としての使用歴を見てもま
だ年数が浅く､宿主の安全性の確認を厳密に行う必要がある｡また､タン
パク質の種類によっては目的産物が検出されないもの､生産されても生
物活性が低かったり活性がなかったりするものもあることが知られてい
た｡
【0005】
また､枯草菌についても､その宿主ベクター 系は適当なプロモーター 領
域､分泌シグナルペプチド領域がない場合には､目的産物が細胞内に留
まったままであったり､分解を受けやすい状態のまま膜に留まることが知
られている｡更に､枯草菌はタンパク質分解酵素を菌体外に生産すること
が知られており､分泌生産された異種タンパク質が膜の上や菌体外で分
解されるといった問題があり､いまだ実用的な宿主ベクター 系が確立され
http://www2.ipdJ.ncipi.go.jp/begin/BE_DETAILTEXT.Cgi?sPos=3&sPat=%93%Cl%8" 2006/05/09
詳細表示画面
ていない｡
【0006】 qr･'
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本発明は､目的タンパク質を効率的且つ大量に製造するための枯草菌
宿主ベクター 系及びこれを用いた目的タンパク質の製造法を提供するこ
とを目的とする｡
【0007】
【特許文献1】
特開平7-51072号公報
【特許文献2】
特開2000-316579号
【非特許文献1】
M,Honjo.,et.al.,J.Bi′otech.,r･6:191(1987)
【0008】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは､枯草菌の宿主ベクター 系を用いたタンパク質の生産方汰
について種々検討したところ､宿主として1以上のプロテアーゼ遺伝子を
削除又は不活性化した枯草菌を用い､バチルス属細菌由来のアルかJセ
ルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域
を含む発現ベクター で形質転換させた組換え枯草菌を用いることにより､
シスタテン類やヒト成長ホルモン等の目的タンパク質を効率きく大量に分
泌生産できることを見出した｡
【0009】
すなわち本発明は､1以上のプロテアーゼ遺伝子を削除又は不活性化し
た宿主枯草菌を､バチルス属細菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝子の
プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域と目的タンパク質をコー
ドする遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクター で形質転換させてな
る組換え枯草菌を提供するものである｡
【0010】 ､
また本発明は､上記組換え枯草菌を培養し､当該培養物中から目的タン
パク質を分離するタンパク質の製造法を提供するものである号｡
【0011】
【発明の実施の形態】
本発明の組換え枯草菌は､1以上のプロテアーゼ遺伝子を削除又は不
活性化した宿主枯草菌を､バチルス属細菌由来アルカリセルラーゼ産生
遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域と目的タンパ
ク質をコー ドする遺伝子とを含むDNA断片を保持するベクター で形質転
換させてなるものである.以下､本発明の組換え枯草菌について説明す
る｡
【0012】
本発明に用いられる宿主菌株は､プロテアーゼ遺伝子が欠損又は破壊
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チアーゼの菌体外分泌が低
下した枯草菌であれば特に制限されない,｡例えば枯草菌168株は全て
のゲノム塩基配列が解析されている点で､本発明のプロテアーゼ欠損秩
として､特にアルカリプロテアーゼ遺伝子を欠損させた枯草菌株として好
適に使用できる｡
【0013】
削除又は不活性化させるプロテテーゼ遺伝子としては､枯草菌(BaciIJu
subtHis)の染色体上に存在するプロテアーゼ遺伝子のいずれでもよ
いが､その中でも菌体外プロテアーゼとして確認されているアルカリプロ
テアーゼ遺伝子(垂即空)[Stahl,M.,L ,andFerrari,E‥ J.Bact
erioL,158:411(1984);Wong,S.L.,et.aL,Proc.NatLA
cad.ScLUSA,81:1184(1984)]､ヰ性プロテアーゼ遺伝子(也
隻)[Yang,M.,Y.,et.aL,J.BacterioL,160:15(1984)]をは
じめとして旦匹[SJoma,A.,et.aL,J.BacterioL,170:5557(19
88);Bruckner,R.,et.aL,MoLGらn.Genet.,221:486(199
0)]､四股rlRufo,G.A,,et.aI.J.BacterioL,172:1019(199
0);SIoma,A.,et.aL,J.BacterioL,172:1024(1990)]､如
flSJoma,A.,et.al.,J.BacterioL,172:1470(1990);Wu,
X.,C.,et.aLJ.BioLChem.,265:6845(1990)]､邸旺旦[Tr
an,L.,et.al.,J.BacterioI.,173′:6364(1991)]､胆 [Slom
a,A.,et.aL,J,Bacterio暮.,173:6889(1991)]､血塊 [Marg
ot,P.,andKaramata,D.,Microbiology,142:3437(1996)]
のいずれかが好ましい｡異種タンパク質､特にシスタテン類及びヒト成長
ホルモンを生産する場合には､アルカリプロテアーゼ遺伝子(旦匹巨)を削
除又は不活性化させるのが好ましい｡
【0014】
斯かるプロテアーゼ遺伝子を削除又は不活性化することにより､当該プ
ロテアーゼの機能を消失又は低下させたり､プロテアーゼの菌体外分泌
を低下させることができ､分泌生産された異種タンパク質の細胞膜上や
菌体外での分解が抑えられる｡
尚､削除又は不活性化するプロテアーゼ遺伝子は1以上であればよい
が､例えば1-2､2-3､3-4､5-8､2-4､2-6､2-8のように複
数でもよい｡
【0015】
このような､プロテアーゼ遺伝子を削除又は不活性化する方法は､公知
の方法､例えば標的遺伝子を順次削除又は不活性化する方法や､ラン
ダムな遺伝子の削除又は不活性化変異を与えた後､適当な方法により
プロテーゼ生産性の評価及び遺伝子解析を行うことによって遺伝子群杏
削除又は不活性化する方法等を用いることができる｡
?
? ?
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標的とする遺伝子を削除又は不活性化するには､例えば相同組換えに
よる方法を用いればよい｡すなわち､標的遺伝子を含むDNA断片を適当
なプラスミドベクター にクロー ニングした後､通常の遺伝子工学技術を用
いて遺伝子の全領域又は一部領域を両側のDNA断片を残した形で削除
する､塩基置換やフレー ムシフト等によって構造遺伝子中にナンセンス変
異を与える､或いはクロー ニングやPCR等により単離した目的遺伝子断
片中に他のDNA断片を挿入する等の改変を行った後､改変遺伝子を含
むDNA断片を､親微生物に取り込ませて､親微生物ゲノムとの間で目的
遺伝子の外側の両領域で相同組換えを起こさせることにより､ゲノム上
の標的遺伝子を削除或いは不活性化した遺伝子断片と置換することが
可能である｡
【0017】
J本発明組換え枯草菌を形質転換するためのベクター は､バチルス属細
菌由来アルカリセルラー ゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグ
ナルペプチド領域と､タンパク質をコー ドする遺伝子とを含むDNA断片を
含むものであればよい｡プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領
域としては､BaG=ussp,KSM-64(PERMP-10482)由来のDN
A断片(配列番号1､特開平6-217781号公報)､BacHIussp.KSM
-S237(FERM P-16067)由来のDNA断片(配列番号･2､特開200
0-210081号公報)及び､該配列番号1､該配列番号2で示されるDN
A断片に1又は数個の塩基が欠失､置換もしくは付加したDNA断片が好
適に挙げられ､特にBacHlussp.KSM-S237セルラー ゼ由来のDN
A断片(配列番号2)が好ましい｡
【0018】
斯かるプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域のセルラー ゼ遺
伝子からの単離は公知の方法､例えば Maniatisら[Maniatis,T,,e
t.aI.,MoIecutarCIoning2nded.,ALaboratoryManual,Cold
SpringHarborLaboratory(1989)]に記載の方法で行うことができ
る｡また､公知のポリメラアーゼ･チェイン･リアクション(PCR)法によって
特異的に増幅すろことにより効率的に取得できる｡[Innis,M.,A.,e
t.aL,PCRProtoco一s,Aguidetomethodsandapplicatio'ns,
AcademicPress(1990)]
【0019】
目的タンパク質をコー ドする遺伝子は､上記プロモーター 領域及び分泌
シグナル領域の下流末端に結合すればよい｡当該目的タンパク質として
は､各種酵素タンパク質や生理活性ペプチド等､異種のいずれのタンパ
ク質でもよいが､10kDa～ 50kDaのタンパク質､特に10kDa～ 35kDa
のタンパク質が好ましい｡また､生理活性タンパク質が好ましく､中でもヒ
ト由来タンパク質､特にシスタチン類及びヒト成長ホルモンが好適であ
る｡
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【0020】
斯かるバチルス属細菌由来アルカリセルラー ゼのプロモ｣タ一領域及び
分泌シグナルペプチド領域と異種タンパク質をコー ドする遺伝子とを含む
DNA断片を保持する発現ベクター は､枯草菌に保持され増殖するプラス
ミドであればよく､例えば､staphyloCO.CCuS
Bac=uscereus
Mα1
由来のpBC16､
au帽uS由来のpUBllO､
Ent即OCOCCuSfaecaHs由来のpA
､pAMα1の一部を含むシャトルベクター PHY300戸LK等が挙げら
れる｡
【0021】
斯かるベクター を用いて､宿主枯草菌を形質転換するには､プロトプラス
ト法､コンビテントセル法､エレクトロポレー ション法等の争知の方法を用
いればよい｡
【0022】
斯くして得られる組換え枯草菌(形質転換体)を､当該組換え枯草菌が生
育可能な培地中で適当な培養条件で培養することにより､目的タンパク
質を大量に生成させることができる｡
【0023】
斯かる組換え枯草菌を用いた本発明のタンパク質の製造法は､特にシス
タチン類及びヒト成長ホルモンの大量分泌生成に適している｡
シスタチン類は､システインプロテアーゼ阻害剤の総称であり､ヒト組織
及び体液に広く分布し､カテプシンB､H､L及びSのようなシステインプロ
テアーゼと密接かつ可逆的な複合体を形成し､これらのプロテアーゼが
関与する正常又は病的な過程の調節に関与している｡従って､シスタチ
ンは､後天的な肺炎(肺気腫)､劇症肝炎､心筋梗塞､成人呼吸窮迫症候
群､細菌毒素に起因するショック様症候群､カテプシンKの選択的阻害に
よる疾患(骨粗しょう症､バジェット病､ー悪性高カルシウム血症､代謝性骨
疾患等)に関与すると考えられている｡
【0024】
従来､斯かるシスタテン類の製造は､そのアミノ酸構造をコー ドする遺伝
子を用いた組換え生産が試みられており､シスタチンCを始め､シスタチ
ンA､シスタチンB､シスタチンα及びシスタテンSの組換え大腸菌(E.cot
i)による生産等が知られているが､その生産性は低く実用化され6-I/元~
ルには至っていなかった｡本発明の方法を用いれば､シスタチン類を効
率よく且つ大量に生産することができる｡
【0025】
ここで､シスタテン類としては､その起源や種類に限定されず､ファミリー
1(ステフインファミリー )､ファミリー 2(シスタチンファミリー )及びファミリー
3(キニノー ゲンファミリー )に分類される全てのシスタテンスーパーファミ
リー 並びに､システインプロテアーゼに対する阻害活性を有する特開平7
-126294号公報に記載の新規システインプロテアーゼインヒビター ､
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特表2001-512966号公報に記載のCSTINのようなシスタチン様タン
パク質が挙げられる｡
【0026】
斯かる､1)ファミリー 1としては､ヒトシスタテンA､ヒトシスタチンB､ラット
シスタテンα､ラットシスタチンβ､ヒトC-Ha-ra告pncogeneproduct-
p21､オリザシスタチンⅠ､オリザシスタチンⅠ､コー ンシスタテン､ソヤシス
タチン等が挙げられ､2)ファミリー 2としては､ヒトシスタチンC､ヒトシスタ
チンS､ヒトシスタテンSN､ヒトシスタチンSA､ヒトシスタチンD､ヒトシスタ
テンM､ヒトロイコシスタチン(シスタチンF)､ラットシスタチンC､ラットシス
タチンS､マウスシスタテンC､マウスロイコノシスタチン､チキンシスタテ
ン､ウズラシスタテン､ウシ初乳シスタチン､カー プシスタテン､タイワンコ
ブラ毒シスタチン､カブトガニシスタチン､チャムサーモンシスタテン､旦哩
等PPh桓シスタテン､サーコシスタチン､マムシ毒シスタチン等が挙げら
れ､3)ファミリー 3としては､ヒト低分子量キニノー ゲン､ヒト高分子量キニ
ノー ゲン､ウシ低分子量キニノー ゲン､ウシ高分子量キニノー ゲン､ラット
低分子量キニノー ゲン､ラット高分子量キニノー ゲン､ラットT-キニノー
ゲン1､ラットT一丁キニノー ゲン2等が挙げられる｡
【0027】
このうち､本発明の組換え枯草菌を用いた製造には､特にファミリー 2に
属すものが好ましく､特にヒトの唾液由来のシスタチンであるシスタチン
S､シスタテンSA､シスタチンSNが適する｡
【0028】
ヒト成長ホルモン(hGH)はヒトの脳下垂体より分泌されるペプチドホルモ
ンの1種であり､191アミノ酸からなり､分子量は22,000である｡本物
質の生理活性としては成長促進､脂肪代謝､糖代謝等が知られており､
下垂体性小人症の治療薬として古くから用いられている｡また､hGHに
は､慢性腎不全による低身長､火傷､骨折､骨粗しょう症等の治療等へ
の適応対象の拡大が検討されている｡本発明のタンパク質の製造法は､
斯かるヒト成長ホルモンの効率的且つ大量生産にも適している｡
【0029】
シスタチン類又はヒト成長ホルモンの製造は､1以上のプロテアーゼ遺伝
子を削除又は不活性化した宿主枯草菌を､バチルス属細菌由来アルカリ
セルラー ゼ産生遺伝子のプロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領
域と､シスタチン類又はヒト成長ホルモンをコー ドする遺伝子とを含むDN
A断片を保持するベクター で形質転換させてなる組換え枯草菌を用い､こ
れを適当な培地中で適当な培養条件で培養することにより行うことができ
る｡
尚､シスタチン類又はヒト成長ホルモンをコー ドする遺伝子は､生体から
の抽出や増幅､公知のアミノ酸配列に基づく化学的合成等の公知の方
法により取得すればよい｡
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【0030】 ㌣)
組換え枯草菌の培養に用いる培地の種類としては､適当な窒素源､炭秦
源､ミネラルを含み､本発明の枯草菌宿主が生育し､目的タンパク質を生
産することができるものであればよい｡例えば､配列番号2で示されるD
NA断片を含む組換え枯草菌168A邸担空(pH237-US)株によってシ
スタテン類を生産する場合､炭素源として､ぶどう糖や果糖等の単糖類､
しょ糖､麦芽糖等の二糖類又は可溶性澱粉等の多糖類等を配合した培
地や､窒素源として､酵母エキス､魚肉エキス､コー ンスティー プリカー (C
SL)等を配合したCM培地等を用いることができる｡
【0031】
また､培地のpHは､用いる組換え枯草菌が生育し得る範囲のpHであれ
ば､よいが､pH6.0-8.0に調整するのが好適である｡
培養条件は､15-42℃､好ましくは28-37℃で2- 7日間振盈また
は､通気撹拝培養すればよい｡
【0032】
【実施例】
1.試験方法
(1)宿主菌株
枯草菌宿主として､枯草菌 168株からアルカリプロテアーゼ遺伝子(垂匹
E)を欠損させた枯草菌 168A型 圭株､比較例として枯草菌 168株を用
tTtた.枯草菌 168A旦臣垣株の調製法を以下に示す.
【0033】
枯草菌 168株の染色体DNAを鋳型としてプライマーDaprlf(CTTCTA
GATTGTCGCGATCACCTCATCCCCCTCCG:配列番号3)及びDap
r3(m TAAGTAAGTCTAAAGATCCGAGCGTTGCATATGTGGAA
G:配列番号5)を用いたPCRで卑凹至の構造遺伝子(開始コドンを1とす
る｡)の上流(-1460から-33)に相当する遺伝子断片Aを増幅した｡
同様に枯草菌 168株の染色体DNAを鋳型としてプライマーDapr2(CA
ACGCTCGGATCTTTAGACTTACTTAAAAGACTATTCTGTG:配列
番号4)及びDapr4(CGTCTAGATCTTGCGGCACTTCCGCTGTTAT
TG:配列番号6)を用いたPCRで朝型空の構造遺伝子から下流(268から
1590)に相当する遺伝子断片Cを増幅した｡遺伝子断片A及びCを鋳型
とし､プライマーDaprlf及びDapr4を用いたリコンビナントPCRで畢凹空
遺伝子を含む近傍配列から垂.匹巨のSD配列､開始コドン､シグナル配列
等を含む前半300bpを欠失させた邸控室欠失用PCR断片(如 巨)を調
製した｡またプラスミドpHY300PLKを鋳型にテトラサイクリン耐性遺伝
千(Tcr)を増幅した｡末端平滑化したTcrPCR断片をプラスミドpuc18
(宝酒造)の地 Ⅰ部位に挿入し､A旦臣!空 PCR断片は両端に付した塑担Ⅰ
部位で切断後､同プラスミドの担担Ⅰ部位に挿入し､プラスミドpUcTcrA垂
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prEを構築した｡プロトプラスト形質転換法によりpUCTcrA垂凹隻を枯草
菌168株-導入し､15ppmのテトラサイクリンを含むDM3再生寒天培
地で生育したコロニーを得た｡1白金耳をLB培地に植菌･培養(30℃)
し､一晩培養液を同組成の培地で希釈し1%Skim M日kを含むLB固体
培地に塗布した｡30℃で1日培養して取得したコロニーを同組成の固体
培地及び､15ppmのテトラサイクリン､1%Skim MHkを含むLB培地に
釣菌した.30℃で培養したコロニーからテトラサイクリン感受性株となっ
た株が取得され､pcRによるゲノム解析を行った結果旦匹至領域に目的
の欠失が確認されたため､これを168A朝型至株とした｡
【0034】
(2)プラスミドの調製
遺伝子のサブクロー ニングに用いる大腸菌宿主としてEsherichiacoIi
HBIOl株(宝酒造)を使用した｡
ヒト顎下腺由来のcDNAからクロー ニングしてきたシスタチンS遺伝子を
含むプラスミドとしてpUSA3(Saitoh,E.,andIsemura,S.,J.Bi
ochem.I116,:399,(1994))を使用した｡
ヒト成長ホルモン遺伝子を含むcDNAライブラリー としてプラスミドDNA型
CDNALibraWHumanPituitaWGland(宝酒造)を用いた｡
BaciIussp.KSM-S237株セルラー ゼ由来のプロモーター 領域､分
泌シグナルペプチド領域を含むプラスミドとしてpHYEg暮S(Hakamada,
Y.,etal,Biosci.BiotechnoI.Biochem,,64:2281,(2000))
を使用した｡
BacHlussp.KSM-64株セルラー ゼ由来のプロモーター 領域､分泌
シグナルペプチド領域を含むプラスミドとしてpCL64(Sumitomo,
N.,etal,Biosci.BiotechnoLBiochem.,56:872,(1992))
を使用した｡
遺伝子をサブクロー ニングするベクター としてpHY300PLK(宝酒造)を
使用した(星1､塵呈､塵旦)0
【0035】
(3)使用培地及び培養条件
組換え菌の培養には､表1に示したcM培地を使用し､以下の培養条件
で行った｡すなわち､大型試験管(シード培地､5mL仕込)にて15時間培
養した前培養液を､500mLヒダつき三角フラスコ(メイン培地､20mL仕
込)に4%植菌し､培養温度30℃､回転数210rpmで3-4日間培養を
行った｡
【0036】
【表1】
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【0037】
(4)遺伝子工学的手法
遺伝子断片の増幅にはポリメラーゼ･チェイン･リアクション(PCR)法を用
いたQPCR法には､旦些旦DNAポリメラーゼ(ロシュ- ダイアグノスティッ
クス社)を用いて､鋳型DNA5ng､順方向プライマー及び逆方向プライマ
ー各20pmolとして､PCR反応(変性温度:94℃-1分､アニール温度:
54℃-0.5分､DNA鎖伸張温度:72℃-4分を1サイクルとして30回
繰り返す)をDNAThermalCycler(パーキン･エルマ社)を用いて行っ
た.増幅された遺伝子断片の塩基配列をサンガー法[F.Sangar,et.a
l‥ Proc.NatI.Acad.Sc.IUSA,,74:5463(1982)]により決定
し､PCR法による配列のエラーが起こっていないことを確認した｡構築し
た組換えプラスミドの枯草菌への導入にはプロトプラスト法[Chang,
S.,andCohen,N.,S.HMoLGen.Genet,,168:lll,(19
79)]を用いた｡
【0038】
(5)組換え菌生産物の解析
培養後の培養液を遠心分離し培養上清と菌体を得た｡菌体を草体破砕
緩衝液(50mMリン酸緩衝液(pH7.4),1mMEDTA､1mMPMS
F､1mMDTT､5%グリセロール)で懸濁し､超音波破砕(BIOMIC社7
500型､Output5､DutyCycle50%､15分間破砕)後､遠心分離した
上清を菌体破砕物とした｡
sDSポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)はレディゲルJ(分離ゲ
ル濃度15%､バイオラッド)を用い､泳動後のゲルをクイツクCBB(関東
化学)にてタンパク質染色した｡
(a)シスタテンSの検出
抗体染色はSDS-PAGEで分離したタンパク質をゲルからPVDFフィル
ター (ミリポア､ImmobHonトランスファー 膜)上へ電気的に転写後､一次
抗体に後記参考例に記載の方法により作製した組換え大腸菌由来のシ
スタチンSに対する抗シスタテンSマウス抗体､二次抗体にHRP標識の
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抗マウスIg抗体(アマシャム フアルマシアバイオテク社)を用い､ECLPJ
usウェスタンブロッティング検出システム(アマシャム フアルマシアバイ
オテク社)によって､シスタチンSの検出を行った｡
(b)ヒト成長ホルモンの検出
抗体染色はSDS-PAGEで分離したタンパク質をゲルからPVDFフィル
ター (ミリポア､Immobilonトランネファー 膜)上へ電気的に転写後､一次
抗体にAntト GrowthHormone抗体(RabbitPolycJonaLPROGEN
BIOTECHNIKGMBH社)､二次抗体にHRP標識の抗Rabbitlg抗体
(アマシャム フアルマシアバイオテク社)を用い､ECLPtusウェスタンブ
ロッティング検出システム(アマシャムフアルマシアバイオテク社)によっ
て､ヒト成長ホルモンの検出を行った｡
【0039】
参考例 抗シスタテンS抗体の作製
(1)パパイン阻害活性の測定方法
シスタテンSのパパイン阻害活性はBarretら(Methodsinenzymo暮og
yvoI.80､pp771(1981))に準じて測定した｡10mMベンゾイルーL
-アルギニン-4-ニトロアニリド(BenzoH-L-arginine-4-nitroa
nII'de)ジメチルスルホキシド溶液を基質とし､2mMのEDTAを含む､20
0mMリン酸緩衝液にDTTを終濃度8mMとなるように添加した｡パパイ
ン1mg/mLの濃度でDTTを牟まない緩衝液に溶解した｡また､反応停
止用溶液として5%トリクロロ酢酸溶液を使用した｡測定は以下の手順で
行った｡測定用チュー ブに1mLDTTを含む緩衝液と0.05mLのパパイ
ン溶液､試料溶液0.5mLおよび全量2mLとなるよう蒸留水を入れ､2
5℃で5分間インキュベ-トした｡ついで基質溶液0.05mLを加え撹押し
た｡25℃で15分反応後､1mLの反応停止液を加え､沈殿が生じた場合
は10000rpm､10分間遠心分離を行いt上清の405nmの吸光度を測
定した｡相対阻害活性は次式(1)より求めた｡
相対阻害活性(鶴)-100-((AO-AI)/AOX100)(1)
AO:阻害剤フリー の吸光度
AI:サンプルの吸光度
【0040】
(2)シスタテンSの組換え大腸菌による製造
ヒト唾液由来シスタチンSは斎藤ら[J.Biochem.116,399-405(1
994)]の方法に従って製造した｡即ち､ヒトシスタチンSのcDNAを含む
発現ベクター を大腸菌(Escherichiacoli)JM109株(宝酒造株式会社
製)を宿主として組換え操作を行い､組換え体を作成した｡組換え大腸菌
の培養はアンピシリン(50pg/mL)添加LB培地50mLにて前培養を行
った.本培養はM9最小培地にシュー クロー ス(4g/L)､チアミン(2mg
/L)､MgS｡4(1-､m M)～CaCI2-(0･1mM)とアンピシリン(50mg/L)
を加えた培地16Lを用い30-L容ジャー ファー メンター にようて､前培養
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液16mLを添加後､培養温度37℃､通気量4L/min､撹坪数250rpm
の条件で行った｡培養4時間後(oD600-0.5)にイソプロピルチオガラ
クトシド(終濃度0.3mM)を添加してさらに4時間培養を行い､シスタテ
ンSを発現した.培養後､Freijeら[J.甲oLChem.268,15737-15
744ぐ1993)]の方法によって菌体処理を行いペリプラズム画分を調製
した｡
【0041】
(3)シスタチンSの精製
シスタテンSの精製はDEAE-Toyopear1650C(2.5cmX1Ocm)に
よるイオンクロマトグラフィー によって行った｡ペリプラズム画分を10mM
NH4HCO3(pH8)にて平衡化したDEAE-Toyopear1650Cカラム
(2･5cmXIOGm)にロー ドする010mM NH4HCO3(pH8)で溶出洗
浄後､10mM NH4HCO3(pH8)(250mL)､4%NaC個解10mM N
H4HCO3(pH8)(250mL)で形成されるゲラジエントで溶出するo組換
えシスタチンSを含むフラクションは(1)に示した方法によってパパイン阻
害活性を測定することで検出した｡
【0042】
パパイン阻害活性を有するフラクションを凍結乾燥後､再度60mLの蒸
留水に溶解後､centrjprep3(MILLIPORE社製)にて20mLに脱塩濃
縮を行った｡さらに､40mLの蒸留水を添加して､同様に脱塩濃縮を2回
行った.得られた脱塩濃縮液20mLのうち10mLをさらにCentriprep3
にて濃縮を行い1.5mLとした｡得られたシスタチンS濃縮液1.5mLをさ
らに10mMTrisrHCIバッファー (pH7.2)で平衡化したToyopearIH
w55Fカラム(1.5cmX94cm)によるゲル漉過を行った｡組換えシスタ
テンSを含むフラクションは(1)に示しjT=方法によってパパイン阻害活性
を測定することで検出した｡
パパイン阻害活性を有するフラクションをcentriprep3にて濃縮を行い2
mLとした｡得られた濃縮液をプロテインアッセイ(バイオラッド社製)によ
り牛血清アルブミンを標準として定量した結果､678pg/mLであった.
【0043】
(4)抗シスタテンSマウス抗体の作製
(3)によって得られた精製シスタテンSを用いて常法に従って抗シスタチ
ンSマウス抗体を作製した｡即ち雌のBALB/Cマウスに精製シスタテン
S溶液60pLを100pLFCAと混合して腹腔内注射により初回免疫を行う
た.さらに､14､28､48日後に精製シスタテンS溶液60pLを100pLM
pL+TDMエマルジョンと混合して腹腔内注射を行った｡52日後にマウ
ス尾静脈より全血を採取し､抗血清を分離し抗シスタテンSマウス抗体と
した｡
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【0044】
比較例1枯草菌168株によるヒトシスタチンSの発現
KSM-S237株由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シ
グナルペプチド領域を利用した組換えプラスミドを構築した｡
すなわち､プラスミドpHYEglS5ngを鋳型とLS237UE(GCGAATTCG
ATTTGCCGATGCAACAGGCTTATATTTAG;配列番号8)及びcs2
37D(CTCCTCCTTGGAGCTCGATGCTGCAAGAGCTGC;配列番
号10)の2種類のプライマー各20nmolを用いたpCRによりKSM-S2
37株由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､分泌シグナル
ペプチド領域をコー ドする0.6Kbの遺伝子断片を得た｡同様にプラスミド
puSA35ngを鋳型とし237CSU(GCAGCTCTTGCAGCATCGAGC
TCCAAGGAGGAG;配列番号9)及びpSD(GAAAGCTTAGGCTTCT
TGACACCTGGAGTTCACCAGGGACATTCTG;配列番号7)の2種
類のプライマ｢各20nmo偉用いたpcRによりヒトシスタチンSをコー ド
する0.4kbの遺伝子断片を得た｡この0.4Kb断片の塩基配列をサンガ
ー法により決定し構造遺伝手中の旦担RIサイトをコドンに影響の無いよう
に(AAT-AÅc)消去したことを確認した｡単離した0.6Kb断片､0.4K
b断片をそれぞれ5ngを鋳型としてS237UE及びpsDの2種類のプライ
マー各20nmolを用いたpCRによりKSM-S237株由来のセルラー ゼ
産生遺伝子のプロモーター 領域､シグナルペプチド領域の下流末端にヒ
トシスタチンSをコー ドする遺伝子が結合した1.Okb遺伝子断片を得
た.得られた1.OKb断片とプラスミドpHY300PLKを虫担RI及び地 dII
処理後､T4DNAリガーゼを用いて結合した｡この結合反応物を大腸菌H
BIOl株に導入し､5pg/mLテトラサイクリンを含むLB培地を用いて形
質転換体を選択した｡組換え大腸菌の保持する組換えプラスミドを常法
[D.,M.,G暮ov即,DNACIoningVolumeⅠ,IRLPRESS,Oxfor
d,WashingtonDC,(1985)]にしたがって調製し､得られた組換えプ
ラスミドの制限酵素切断点の解析を行って組換えプラスミドpH237-U
sを得たく塵ユ)｡プロトプラスト法にて枯草菌168株に組換えプラスミドp
H237-USを導入し､得られた枯草菌について培養(30℃､3日間)を
行い､培養上清のSDS電気泳動的解析を行った｡その結果抗体染色に
て菌体破砕物中にヒトシスタチンSに相当する分子サイズ(14Kd)のタ
ンパク質バンドが検出できたが､培養上清中に抗体に反応するタンパク
質バンドは検出できなかった(塵旦).
【0045】
比較例2枯草菌168株によるヒト成長ホルモンの発現
BacHlussp.KSM-S237株セルラーゼ由来のプロモーター 領域､分
泌シグナルペプチド領域を利用した組換えプラスミドを構築した｡
すなわち､プラスミドpHYEgtS5ngを鋳型とし8237UE(GCGAATTC
GATTTGCCGATGCAACAGGCTTATATTTAG;配列番号8)及びGH
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237D(GGTTGGGAATGCTGCAAGAGCTGC;配列番号11)の2種
類のプライマー各20nmoIを用いたpcRによりKSM-S237株由来の
セルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シグナルペプチド領域をコ
ードする0.6Kbの遺伝子断片を得た｡同様にプラスミドDNA型cDNAL
ibraryHumanPituitaWG暮and(宝酒造)5ngを鋳型とし237GHU(CT
TGCAGCATTCCCAACCATTqCCTTATC;;配列番号12)及びGHD
H(GAAAGCTTCTAGAAGCCACAGCTGCCCTCCAC;配列番号1
3)の2種類のプライマー各20nmofを用いたPCRにより0.6kbの遺伝
子断片を得た｡この0.6Kb断片の塩基配列をサンガー法により決定し
本断片がヒト成長ホルモンをコー ドすることを確認した｡単離した0.6Kb
断片､0.6Kb断片をそれぞれ5ngを鋳型としてS237UE及びGHDHの
2種類のプライマー各20nmolを用いたPCRによりKSM-5237株由
来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シグナルペプチド領域
の下流末端にヒト成長ホルモンをコー ドする遺伝子が結合した1.2kb遺
伝子断片を得た.得られた1.2Kb断片とプラスミドpHY300PLKを星蔓旦
RI及び地 dII処理後､T4DNAリガーゼを用いて結合した｡この結合反
応物を大腸菌HBIOl株に導入し､5pg/ImLテトラサイクリンを含むLB
培地を用いて形質転換体を選択した｡組換え大腸菌の保持する組換えプ
ラスミドを常法[D.,M.,GIover,DNACIonjngVolumeI,IRLP
RESS,Oxfbrq,WashingtonDC,(1985)]に従って調製し､得ら
れた組換えプラスミドの制限酵素切断点の解析を行って組換えプラスミド
pH237･rGHを得たく塁呈)｡プロトプラスト法にて枯草菌168株に組換
えプラスミドpH237-GHを導入し､得られた枯草菌について培養(3
0℃､3日間)を行い､培養上清のSDS電気泳動的解析を行った｡その結
果抗体染色にて､培養上清中に抗体に反応するタンパク質バンドは検出
できなかった｡
【0046】
比較例3枯草菌168株によるヒトシスタチンSの発現
KSM-64株由来のセルラーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､分泌シ
グナルペプチド領域を利用した組換えプラスミドを構築した｡
すなわち､プラスミドpcL645ngを鋳型とLSP64UE(TAGAATTCGA
AGACAACGGACATAAGAAA;配列番号14)及びcs64D(CTCCT
CCTTGGAGCTCGATGCTGCAAGAGCTGC;配列番号15)の2種類
のプライマー各20nmolを用いたpCRによりKSM-64株由来のセルラ
ーゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シグナルペプチド領域をコー ドする
0.6Kbの遺伝子断片を得た｡同様にプラスミドpusA35ngを鋳型とし
64CSU(GCAGCTCTTGCAGCATCGAGCTCCAAGGAGGAG;配
列番号16)及びpsD(GAAAGCTTAGGCTTCTTGACACCTGGAGT
TCACCAGGGACATTCTG;配列番号7)の2種類のプライマー各20n
moJを用いたPCRによりヒト.シスタチンSをコー ドする0.4kbの遺伝子
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断片を得た｡この0.4Kb断片の塩基配列をサンガー法により決定し構
造遺伝子中の星99Rけ イトをコドンに影響の無いように(AAT-AAC)消
去したことを確認した
｡単離した0.6Kb断片､0.4Kb断片をそれぞれ5ngを鋳型としてSP6
4UE及びpsDの2種類のプライマー各20nmolを用いたpcRによりKS
M-64株由来のセルラー ゼ産生遺伝子のプロモーター 領域､シグナル
ペプチド領域の下流末端にヒトシスタチンSをコー ドする遺伝子が結合し
た1.Okb遺伝子断片を得た｡得られた1.OKb断片とプラスミドpHY30
0PLKを星蔓旦RI及び地 dII処理後､T4DNAリガーゼを
用いて結合した.この結合反応物を大腸菌HBIOl株に導入し､5pg/
mLテトラサイクリンを含むLB培地を用いて形質転換体を選択した｡組換
え大腸菌の保持する組換えプラスミドを常法[D.,M.,Glover,DNA
cloningVolumeI,IRLPRESS,Oxford,WashI'ngtonDC,(19
85)･]にしたがって調製し､得られた組換えプラスミドの制限酵素切断点
の解析を行って組換えプラスミドpH64-USを得た(星蔓).プロトプラス
ト法にて枯草菌168株に組換えプラスミドpH64-USを導入し､得られ
た枯草菌について培養(30℃､3日間)を行い､培養上清のSDS電気泳
動的解析を行った｡その結果抗体染色にて､培養上清中に抗体に反応
するタンパク質バンドは検出できなかった｡
【0047】
実施例1アルカリアルカリプロテーゼ遺伝子欠損株(A旦匹巨株)によるシ
スタチンの発現
組換えプラスミドpH237-USをBaciIussubtHs168A判野里株に導
入し､得られた組換え体について培養(30℃､4日間)を行い､培養上清
のSDS電気泳動的解析を行った｡その結果､抗体染色にてシスタテンが
大量に菌体外分泌されていることが確認され､タンパク質染色においても
充分に生産が確認できる生産レベルであることが認められた(園長)0
【0048】
実施例2アルカリプロテアーゼ遺伝子欠損株(1.68△則雄巨株)によるヒト
成長ホルモンの発現
組換えプラスミドpH237-GHを枯草菌168△旦臣垣株に導入し､得られ
った｡その結果､抗体染色にてヒト成長ホルモンが菌体外分泌されてい~る
ことが確認された(塵旦).
【0049】
実施例3アルカリプロテアーゼ遺伝子欠損株(168△邸当室株)によるシ
スタテンの発現
組換えプラスミドpH64-USを枯草菌168△姫 里株に導入し､得られた
組換え体について培養を行い､培養上清のSDS電気泳動的解析を行っ
た｡その結果､抗体染色にてシスタチンが菌体外分泌されていることが確
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認されたく塵ヱ).
loo50] ･
【発明の効果】
本発明の組換え枯草菌を用いれば､目的タンパク質を効率よく且つ大量
に生産することができる｡
【0051】
【配列表】 ひ
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【図面の簡単な説明】
【星1】シスタチン組換えプラスミドの構築(S237プロモーター 領域､分泌
シグナルペプチド領域)を示す図である｡
【塵呈】ヒト成長ホルモン組換えプラスミドの構築(S237プロモーター 領
域､分泌シグナルペプチド領域)を示す図である｡
【図3】シスタチン組替えプラスミドの構築(64プロモーター 領域､分泌シ
91 )レペプチド領域)を示す図である｡
【図4】S237プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を導入し
扇面換え枯草菌生産物(ヒトシスタテンS)の解析結果を示す国である
(比較例1)0
【塵阜】S237プロモ-タ一領域及び分泌シグナルペプチド領域を導入し
た組換え枯草菌生産物(ヒトシスタチンS)の解析結果を示す図である
(実施例1)0
【図6】S237プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を導入し
た緬換え枯草菌生産物(ヒト成長ホルモン)の解析結果を示す図である
(実施例2)0
【塵ヱ】64プロモーター 領域及び分泌シグナルペプチド領域を導入した組
換え枯草菌生産物(ヒトシスタテンS)の解析結果を示す図である(実施
例3)0
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